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TESEKKUR

Tez caligmalarim sirasinda karsilastigim giicliikleri asmamda bana yardimci
olan, bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, bilimsel ve kisisel destegini gordiigiim
tez danismanm saygideger hocam Saym Prof. Dr. Sema CALIS’a, ¢alismalarim
sirasinda bilimsel katkilarini benden esirgemeyen, her konuda yardimini ve destegini
gordiigiim ortak tez damismami hocam Saym De¢. Dr. Erem BILENSOY’a
tesekkiirlerimi sunarim.

Bilimsel caligmalar1 gergeklestirebilmem i¢in her tiirlii imkani saglayan,
bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim saygideger hocam Sayin Prof. Dr. Yilmaz
CAPAN’a tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmalarimin in vivo kisimlarini tamamlamamda biiylik desteklerini
gordiiglim, bana laboratuvarlarini agan ve her tiirlii imkani saglayan Sayin Prof. Dr.
Jean-Pierre BENOIT a, Sayin Do¢. Dr. Catherine PASSIRANTI’ye tesekkiirii bir
borg bilirim.

Tez calismalarim kapsaminda FT-IR c¢ekimlerinde bilgi ve tecriibelerini
benimle paylasan hocam Saym Prof. Dr. Murat SEN’e ve Dr. Amir
SEPEHRIANAZAR’a, hiicre kiiltiirii  ¢alismalar1  siiresince  yardimlarini
esirgemeyen hocam Sayin Dog. Dr. A. Lale DOGAN’a tesekkiir ederim.

Ihtiyacim oldugunda ulasabilecegimi bildigim, dostlugu ve manevi destegi
ile her zaman yanimda olan Uzm. Ecz. Burcin YAVUZ a yiirekten tesekkiirlerimi
sunarim. Tez calismalarim swrasinda yardimlarini goérdiigim Uzm. Ecz. Tugba
GULSUN’e, Bio. R. Eren AYATA ya, Kim. Goksu YAG’a tesekkiir ederim.

Biitiin hayatimin boyunca sevgi ve anlayislariyla her zaman yanimda olan
ve bana her konuda destek olan anneme, babama ve kardeslerime tesekkiir eder,
silkranlarimi sunarim.

Bu tez Hacettepe Universitesi Arastirma Fonu Projesi (No: 020230/005),
TUBITAK Arastirma Projesi (HD-SBAG-66, 105S324), TUBITAK-BDP tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 0302301007).



OZET

Cirpanli, Y. Kamptotesin iceren polimerik ve oligosakkarit bazh nanopartikiiler
formiilasyonlarin gelistirilmesi ve in vitro-in vivo degerlendirilmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Teknoloji Programm
Doktora Tezi, Ankara, 2009. Kamptotesin (CPT) kuvvetli bir antikanser maddedir.
Sudaki c¢Oziinlirliigiiniin az olmas1 ve fizyolojik sartlarda stabil olmamasi
kamptotesinin klinik uygulamasii smirlandrmigtir. Kamptotesinin ¢oziiniirliigii ve
fizyolojik pH’da stabilitesi amfifilik siklodekstrin, poli(laktid-ko-glikolik asit)
(PLGA) ve poli-e-kaprolakton (PCL) nanopartikiiler sistemlerle diizeltilmeye
calisilmistir. Nanopartikiiller nanopresipitasyon teknigine gore hazirlanmistir. Biitiin
formiilasyonlarin ortalama partikiil biiyiikliikleri 275 nm’nin altinda ve polidispersite
indeksleri 0.2’den kiigiiktiir. Amfifilik siklodekstrin nanopartikiillerinin ila¢ ylikleme
degerleri PLGA ve PCL nanopartikiillerine gére 6nemli 6l¢iide yiiksek bulunmustur.
Nanopartikiil formiilasyonlar1 kontrollii salim profili goéstermistir. Amfifilik
siklodekstrin nanopartikiilleri ile 12 giine kadar, polimerik nanopartikiillerle 48 saate
kadar salim uzatilmistir. Nanopartikiillerin antikanser etkinligi MCF-7 insan meme
karsinoma hiicreleri ile degerlendirilmistir. Amfifilik siklodekstrin nanopartikiilleri
PLGA, PCL ve kamptotesinin DMSO’daki ¢6zeltisine gore daha yiliksek antikanser
etkinlik gdstermistir. In vivo caligmalarda amfifilik siklodekstrin tiirevlerinden biri
olan 6-0-Capro-BCD nanopartikiilleri ile tedavi edilen grup beyin glioma modelinde
kontrol grubuna ve diger formiilasyonlarla tedavi edilen gruplara gore siganlarda
yasam siiresini 0nemli 6l¢iide artirmistir. Bu sonuglar géstermektedir ki, kamptotesin
yikli  amfifilik  siklodekstrin ~ nanopartikiiller =~ polimerik  tasiyicilarla
karsilastirildiginda umut vaat edici tastyici sistem olarak one ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kamptotesin, amfifilik siklodekstrin, poli(laktid-ko-glikolik
asit), poli-e-kaprolakton, nanopartikiil, sican glioma modeli, antikanser etkinlik.
Destekleyen Kurumlar: Hacettepe Universitesi Arastirma Fonu Projesi (No:
020230/005), TUBITAK Arastirma Projesi (HD-SBAG-66, 1055324), TUBITAK-
BDP.
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ABSTRACT

Cirpanli, Y. Formulation and in vitro/in vivo evaluation of camptothecin loaded
polymeric and oligosaccharide based nanoparticulate drug delivery systems,
Hacettepe University Health Sciences Institute, Pharmaceutical Technology
Programme, Ph.D. Thesis, Ankara, 2009. Camptothecin (CPT) is a potent
anticancer agent. The clinical application of CPT is restricted by poor water
solubility and instability under physiological conditions. Solubilization and
stabilization of CPT were realized through nanoparticulate systems of amphiphilic
cyclodextrins, poly(lactic acid-co-glycolic acid) (PLGA) and poly(e-caprolactone)
(PCL). Nanoparticles were prepared with nanoprecipitation technique. Mean particle
sizes were under 275 nm and polydispersity indices were lower than 0.2 for all
formulations. Drug loading values were significantly higher for amphiphilic
cyclodextrin nanoparticles when compared to PLGA and PCL nanoparticles.
Nanoparticle formulations showed a significant controlled release profile extended
up to 12 days for amphiphilic cyclodextrin nanoparticles and 48 hours for polymeric
nanoparticles. Anticancer efficacy of the nanoparticles was evaluated against MCF-7
human breast adenocarcinoma cells. Amphiphilic cyclodextrin nanoparticles showed
higher anticancer efficacy than PLGA or PCL nanoparticles and the CPT solution in
DMSO. For in vivo evaluation, rat median survival was significantly improved for
the group treated with 6-0-Capro-fCD nanoparticles to the control group and the
other formulations in brain glioma model. These results indicated that CPT-loaded
amphiphilic cyclodextrin nanoparticles emerge as a promising carrier system when

compared to polymeric carries.

Key Words: Camptothecin, amphiphilic cyclodextrin, poly(lactide-co-glycolide),
poly-e-caprolactone, nanoparticle, rat glioma model, anticancer efficacy.

Supporting Institutes: Hacettepe University Scientific Research Fund Project (No:
020230/005), TUBITAK Research Project (HD-SBAG-66, 105S324), TUBITAK-
BDP.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser tedavisinde, klinik deneme asamasma gelmis ve FDA tarafindan
onaylanmis olan ya da arastirma-gelistirme sathasinda bulunan pek ¢ok antikanser
ilag ciddi yan etkiler ve kemoterapide sorunlar olusturabilmektedir. Bunlar, kisaca

asagidaki gibi 6zetlenebilir:

a) Antikanser ilaglarin ¢ogunun suda ¢oziinirlik sorunu vardir. Bu sebeple,
kemoterapide klinik tercih olan intravendz uygulama i¢in yardimci ¢oziiciilerle
formiile edilmek zorundadirlar. Bu durumda da yardimci ¢éziiciilerin (Cremophor
EL gibi) yol a¢tig1 siddetli hassasiyet reaksiyonlar1 ve yan etkiler hasta uyuncunu ve

dolayisiyla da kemoterapinin etkinligini biiyiik 6l¢iide azaltmaktadir.

b) Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin ¢cogu terapdtik araliklarinin dar olmasi ve
olast ¢Oziiniirliik problemlerine bagli olarak farmakokinetik degiskenlik ve
bireyleraras1 farkliliklar gdstermektedir. Her bireyde elde edilen kan profillerinin
farkli olmasi, uygulanan dozun normalize edilmesini gerektirmektedir. Bunlarin
yanisira, kemoterapinin aralikl kiirler halinde yapilmasi ve tedavi doneminde kanda
yiikselen ilag¢ seviyesinin, bekleme donemlerinde tekrar diiserek tiimor hiicrelerinin

gelismesine olanak saglamasi da s6z konusudur.

c) Antikanser ilaclarin genis bir dagilma hacmi vardir ve viicutta tiimor hiicrelerinin
yanisira normal hiicreleri de etkileyerek saglikli hiicrelere karsi sitotoksik etki

gosterirler.

Nanopartikiiller, kan dolagimindan, damar ag1 acisindan zengin olan timor
dokularina biiyilk oranda sizabilmekte ve daha az ilacla hedef dokulara ulasarak
diisiik toksisite/yliksek etki amacina ulasilabilmesine olanak saglamaktadirlar.
Polimerler =~ ve  oligosakkaritler =~ nanopartikiil ~ hazirlanmasinda  siklikla
kullanilabilmekte olup, her birinin sagladig1 yiikleme etkinligi, in vitro salim

ozellikleri, olusturdugu toksisite ve antikanser etkinligi farkli olabilmektedir.

Kanser tedavisinde, ilacin fizikokimyasal oOzelliklerinden kaynaklanan
sorunlar nedeniyle kemoterapiden yeterince fayda saglanamamasi sik rastlanan bir

durumdur. Buna 6rnek bir molekiil olarak, kamptotesin verilebilir. Kamptotesin



kolon, meme, yumurtalik, akciger kanseri gibi genis kanser spektrumunda etkin olan,
oldukc¢a giiclii bir antikanser maddedir. Ancak, kamptotesin suda ¢dziinmeyen ve
pH’ya bagli stabilite sorunu olan bir antikanser maddedir. pH’ya bagimli olarak iki
formda bulunmaktadir. pH 5’in altinda aktif lakton formunda iken; bazik veya
fizyolojik notral pH’da inaktif karboksilat formundadir. Kamptotesinin aktif olmayan
karboksilat formu ayni zamanda yan etkilere de yol agmakta ve kemoterapotik
etkinligin kaybina/zayiflamasma neden olmaktadir. Bu durum, kamptotesinin etkin
kullanimi1 i¢in farkli bir formiilasyon yaklagimini gerektirmektedir. In vitro
kosullarda antitiimor aktivitesinin saptanmasma ragmen, yukarida sozii edilen
fizikokimyasal 6zelliklerinden kaynaklanan sorunlardan o6tiirli, bugiine kadar heniiz

in vivo kullanimima gecilememistir.

Bu gerekceler nedeniyle, tez kapsaminda, formiilasyon gelistirme
calismalarinin ilk asamasinda, kamptotesinin stabilizasyonu amfifilik ve dogal
siklodekstrinlerle inkliizyon kompleksleri hazirlanarak saglanmaya ¢alisilmistir. Bu
amagla, kanser tedavisinde, siklodekstrin bazli nanopartikiiler sistemler kullanilarak,
kamptotesin gibi etkinligi yiiksek bir antikanser molekiiliin daha diisiik dozda hedef
bolgede birikerek yan etkilerinin azaltilmasi ve hasta uyuncunun artirilmasi amaciyla
amfifilik B-siklodekstrin, poli(laktid-ko-glikolik asit) (PLGA) ve poli-e-kaprolakton
(PCL) nanopartikiilleri hazirlanmis ve hazirlanan nanopartikiiller beyine intrakranial
olarak implante edilmistir. Formiilasyonlarin  hazirlanmasinda, inkliizyon
kompleksinin kapasitesini artirmaya uygun tiirevler olmalar1 nedeniyle, primer yiizi
modifiye edilmis amfifilik bir B-siklodekstrin olan 6-O-Capro-fCD ile sekonder
yiizi modifiye edilmis amfifilik bir B-siklodekstrin olan B-CDC6 iizerinde
calisiimastir.

Kamptotesin:siklodekstrin kompleksi iki farkli yOntemle nanopartikiiler

sistem haline getirilmistir:

e Kamptotesin:amfifilik siklodekstrin inkliizyon kompleksinden

nanopresipitasyon yontemi ile direkt olarak nanopartikiil elde edilmesi,

e Kamptotesin:dogal siklodekstrin inkliizyon kompleksinin polimerik (PLGA

veya PCL) nanopartikiillere hazirlama sirasinda enkapsiilasyonu.



Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarda, amfifilik siklodekstrinler ve
PLGA, PCL polimerleriyle hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari; partikiil
biiylikliigli olctimleri, zeta potansiyel analizleri, enkapsiilasyon etkinliklerinin
hesaplanmasi, in vitro salim 6zelliklerinin tayini gibi in vitro yontemler kullanilarak
karakterize edilmelerini takiben, bos nanopartikiillerin hiicre kiiltiiri ile
sitotoksisitesinin degerlendirilmesi, kamptotesin yiiklii nanopartikiillerin antikanser
etkinliginin hiicre kiiltliri ¢alismalar1 ile arastirilmalar1 gergeklestirilmis ve
siganlarda beyin glioma modeli ile etkinligin in vivo sartlarda degerlendirilmesine
iligkin ¢aligmalar yapilmistir. Tiim deneysel ¢aligmalar istatistiksel karsilastirmali
olarak yapilmis olup, formiilasyonlar1 gergeklestirilen amfifilik siklodekstrin, PLGA
ve PCL nanopartikiilleri arasindaki en etkin ve gilivenli formiilasyonun tespitine

calisiimastir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Nanopartikiiller
2.1.1. Tanmm ve Genel Ozellikleri

Nanopartikiiller, biiylikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen, dogal ya da
sentetik yapidaki polimerler ile hazirlanan, kolloidal ilag tasiyici sistemlerdir. ilk
olarak, 1970’lerde bolgeye 0Ozgii ilag tasinmasi amaciyla kullanilmistir. Diisiik
molekiil agirhikli ilaglar1 ve peptit-protein gibi makromolekiilleri lokalize veya
sistemik olarak tasiyabilirler. Etkin madde, nanopartikiillerde; ¢ozlinmiis, enkapsiile

edilmis ve/veya adsorbe halde bulunabilir (1,2).

Nanopartikiiller pek ¢ok tstiinliigii ile diger kolloidal tastyic1 sistemlerden
farklilik gostermektedirler. Ilag tasiyic1 sistem olarak nanopartikiillerin iistiinliikleri

sOyle siralanabilir (2-6):

e Nanopartikiillerin, partikiil biiylikliklerinde ve ylizey 06zelliklerinde
degisiklikler yapilabilecegi i¢in parenteral uygulama sonrasi, pasif ve aktif
ilag hedeflendirilmesi miimkiin olabilmekte, bu sekilde, nanopartikiillerin
retikiiloendotelyal sistem (RES) makrofajlar1 tarafindan taninmasi da

engellenebilmektedir.

e Polimerik yapilar1 ile etkin maddenin hedeflendirilebilmesinin yanisira,
salimmin kontrolii ve siirdiriilmesi de saglanabilmektedir. Hedeflenen
bolgede, injeksiyonlarmi takiben, giinler hatta haftalar siiren etkin madde

salimina olanak saglayabilmektedirler.

e Nanopartikiiller, diger kolloidal tasiyici1 sistemlere (6rnegin lipozomlar)

kiyasla biyolojik ortamda daha yiiksek stabiliteye sahiptirler.
e Nanopartikiiller, farkl1 yontemlerle sterilize edilebilmektedirler.

e Biyolojik pargalanabilen polimerlerle hazirlandiklarinda, fizyolojik ortamda

parcalanabilirler ve pargalanma tiriinleri toksik degildir.

e Kiigiik partikiil boyutlar1 nanopartikiillerin kapillerlere penetrasyonuna

olanak saglamakta ve hiicreler tarafindan tutulmalarini kolaylastirmaktadir.



Bu sekilde, wviicutta hedeflenen bdlgede etkin madde salimi

gerceklestirilebilmektedir.

e FEtkin maddenin hedef bolgede salimi saglandigi i¢in, ilacin diger organlar

ve dokular iizerindeki sistemik toksisitesi biiyiik dl¢iide azaltilmis olur.

e FEtkin maddenin viicuttaki dagilimin1 ve terapotik etkinligini diizenlemek

miimkiindiir.
e Uretim teknikleri genel olarak basit ve kolaydir.

Bu stiinliiklerinin  yan1 smra, nanopartikiillerin bazi sakincalar1 da
bulunmaktadir. Bu sistemlerin, sahip olduklar1 olduk¢a kiigiik partikiil biiyiikligi ve
genis ylizey alanit partikiiller aras1 agregasyona neden olabilmekte, bu da
nanopartikiillerin kat1 veya sivi formlar1 halinde saklanmasini zorlastirmaktadir.
Ayrica, kiiglik partikiil biiyiikligi ile genis yiizey alani, smirh ila¢ yiiklemesine ve
salimda ani patlama etkisine yol agabilir ki, bu etki “burst effect” yani “patlama
etkisi” olarak bilinmektedir. Nanopartikiiller, klinik olarak kullanima gegmeden yani

ruhsatlandirilmadan 6nce bu sorunlarin ¢dziime kavusturulmasi gerekmektedir (7, 8).

Nanopartikiilleri kisaca tanimlamak gerekirse, hazirlama yontemine gore
nanokiire veya nanokapsiil adin1 almaktadirlar. Nanokiireler, ilacin partikiil i¢inde
disperse oldugu ve/veya yiizeye adsorbe veya konjiige edildigi matriks sistemlerdir.
Bunlarda, Sekil 2.1°de goriildiigii iizere, partikiilii ¢cevreleyen devamli ve smirlayici
bir zarf yapis1 yoktur, yogun bir polimerik ag yapisindan olugsmaktadirlar. Nanokiire
hazirlamada genellikle dogal ya da sentetik polimerler kullanilmaktadir.
Nanokiirelerden ila¢ saliminin; yiizeye bagli adsorbe olan ilacin desorpsiyonu,
nanokiire matriksinden diflizyonu, nanokiire matriks erozyonu, kombine

erozyon/diflizyon olay1 gibi mekanizmalar ile ger¢eklestigi bilinmektedir (2).
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Sekil 2.1. Nanokiire yapisimin sematik gosterimi



Nanokapsiiller ise, yaglh bir i¢ ¢ekirdek, onu c¢evreleyen polimerik duvar ve
ara yiizeyde siirfaktanlardan olugmaktadir (Sekil 2.2). Yagh ¢ekirdegi ¢evreleyen
polimerik duvar, yapiy1 dayanikli kilmaktadir. Bunlar, membran tipi sistemlerdir.
Icteki yag rezervuari, lipofilik ilaglarin yiiksek miktarlarda enkapsiile edilmesine

olanak vermektedir (9-11).

Polimerk duvar

Etkin madde Il
Lipofilik ve'veva
hidrofilik
sirfaktanlari igeren
ara viizev

Sekil 2.2. Nanokapsiil yapisinin sematik gosterimi

Partikiil biyiikligli dagilimi, nanopartikiiler sistemlerin en Onemli ve
belirleyici 6zelliklerinden birisidir. Zira, partikiil blyiikliigii; sistemin in vivo
dagilimi, biyolojik akibeti, toksisitesi ve hedeflendirilmesi hakkinda on fikir
vermekte, ayrica ilag yiiklemesini ve salimini degistirebilmekte, hatta nanopartikiil
stabilitesi lizerinde de etkili olabilmektedir. Nanopartikiiller, nanometre boyutundaki
yapilarindan dolayr mikropartikiiler sistemlere kiyasla hiicre i¢ine daha fazla
almmaktadirlar. Desai ve dig. (12) yaptiklar1 ¢alismalarinda, 100 nm boyutundaki
nanopartikiillerin 1 pm boyutundaki mikropartikiillere oranla ikibuguk kat daha fazla
hiicre i¢ine alindigint ve 10 pm boyutundaki mikropartikiillere kiyasla Caco-2

hiicrelerinden alt1 kat daha fazla alindigin1 géstermislerdir.

Partikiil biiyiikliigiintin, ilag salimin1 da etkiledigi bilinmektedir. Kiigiik
partikiiller biiyilik yiizey alanma sahip olduklar1 i¢in bu 6zellikleri hizli salima yol
acmaktadir (2). Partikiil biiyiikliigiinden bagka, yiizey o6zellikleri de, partikiillerin

alinmasinda, dagilmasinda ve etkinliginde dnemli bir parametre olarak bilinmektedir

(13).



Bu 6zelliklerinden dolayi, son yillarda, nanoteknoloji alaninda nanopartikiiler
sistemlerle ilgili aragtirmalara ve uygulamalara iligkin ¢aligmalarin sayisinda 6nemli
olciide artis olmustur (14-17). Ozellikle, nanoteknolojinin tip alanindaki
uygulamalarmin, hastaliklarin teshisi ve tedavisinde ¢ok 6nemli katkilariin olacagi
disiiniilmektedir. Tiptaki uygulamalar 6zellikle; ilag tagmnmasi, in vitro/in vivo
diagnostiklerin uygulanmasi, diyet destekleyiciler, gelistirilmis biyoge¢imli
materyallerin iiretimi gibi konular1 kapsamaktadir ve nanopartikiiller, bu
uygulamalarin  gergeklestirilmesini  saglayabilecek 6nemli araclar  olarak

glindemdedir (18-21).

Nanotip alaninda nanoteknolojinin potansiyelini  kullanabilmek ic¢in
nanopartikiillerin giivenilirlik ve toksikolojik 6zelliklerin dikkatle incelenmesi ve
degerlendirilmesi gerekmektedir. Konuya iliskin olarak yapilan bir ¢alismada (22),

nanopartikiil toksisitesine iliskin 4 olas1 mekanizma ortaya koyulmustur. Bunlar:
1. Kimyasal toksisite,
2. Pargalanma iiriinlerine iligkin toksisite,
3. Nanopartikiillerin endositozuna iliskin toksisite,
4. Membran dagilmasi/¢coziinmesi (kimyasal toksisite) sonucu toksisitedir.

Nanoteknolojide en onemli hedefler; spesifik ila¢ tasinmasi ve hedefleme,
terapotik etki saglanirken toksisitenin azaltilmasi, daha fazla giivenlik ve

biyoge¢imlilik, yeni giivenli ilaclarin daha hizli gelistirilmesidir (23).

2.1.2. Nanopartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Nanopartikiillerin ~ hazirlanmasinda  dogal ve  sentetik  polimerler
kullanilmaktadir (Tablo 2.1). IIk nanopartikiil formiilasyonlar1, albumin gibi dogal ve
poli (akrilamid), poli (metil metakrilat) gibi biyolojik olarak parcalanmayan sentetik
polimerler ile hazirlanmistir. Protein bazli polimerlere karsi antijenik yanitlar
gelisebilirken, biyolojik olarak pargalanmayan sentetik polimerlerin en 6nemli
sakincalar1 toksisite riskleridir. Hazirlama sirasinda sentezlenen polimerlerde ise,

toksik Ozellikte olan monomerlerin nanopartikiil yapisinda artik olarak kalabilme



sakincast bulunmaktadir. Son zamanlarda peptit, protein ve niikleik asitlerin

nanopartikiiller ile tasinmasinda polisakkaritlerden de yararlanilmaktadir (25).

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda, gerekli durumlarda yiizey modifikasyonu
da onemli bir segenek olarak bulunmaktadir. Polietilen glikol (PEG) ile yiizey
modifikasyonu mononiikleer fagositik sistem tarafindan taninmay1 inhibe ettigi i¢in
bu sekilde, nanopartikiillerin kan dolasiminda uzun siire kalmas1 saglanabilmektedir.
Nanopartikiillerin  kaplanmasi, aglomerasyonun Onlenmesi ag¢isindan Onem
tagimaktadir, zira bu sekilde partikiiller kolloidal siispansiyon seklinde
kalabilmektedirler. Yapilan ¢aligsmalarda, kaplama amaciyla PEG, PVP, dekstran,
kitosan gibi polimerler ve sodyum oleat, dodesilamin gibi siirfaktanlarin siklikla

kullanildig1 goriilmektedir (26-31).

Tablo 2.1. Nanopartikiil hazirlamada kullanilan polimerik bilesenler (2)

Polimer tipleri Polimer 6rnekleri

Sentetik polimerler Poli(laktid)
Poli(laktid-ko-glikolid)
Poli(e-kaprolakton)
Poli(izobiitilsiyanoakrilat)
Poli(izoheksilsiyanoakrilat)
Poli(n-biitilsiyanoakrilat)
Poli(akrilat)
Poli(metakrilat)

Dogal polimerler Kitosan
Aljinat
Jelatin

Albimin

Blok kopolimerler Poli(laktid)-poli(etilen glikol) (PLA-PEG)
Poli(epsilon-kaprolakton)- poli(etilen glikol) (PCL-



PEQG)
Poli(heksadesilsiyanoakrilat)-ko-poli(etilen glikol)
(PHDCA-PEG)

Kolloidal stabilizanlar Dekstran
Poli(vinil alkol)

Tween" 20 veya Tween” 80

Tablo 2.1.°de nanopartikiil hazirlamada kullanilan polimerik bilesenler
goriilmektedir. Asagida, sadece tez kapsaminda bulunan formiilasyonlarin
gelistirilmesinde kullanilan PLGA ve PCL polimerlerine iliskin aciklayict bilgi

verilecektir.

2.1.2.1. Poli(laktid-ko-glikolik asit) (PLGA)

Toksik olmayan metabolitlere doniisen polimerler, uzun etkili ve kontrollii
salim sistemlerinin hazirlanmasinda siklikla tercih edilmektedir. Biyoparcalanir
laktik asit, glikolik asit ve bunlarin kopolimerleri, ilag tasiyici sistem

formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (32, 33).

Polilaktid-ko-glikolidler, laktik asit ve glikolik asit monomerlerinin uygun
karigimlarmin polimerizasyonu sonucu elde edilen kopolimerlerdir. Kopolimeri
olusturan monomerlerin oranlar1 degistirilerek, farkli molekiil agirlikta, farklh
fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal Ozellikler tasiyan PLGA’lar elde
edilebilmektedir. Polimerik matriks olarak ilag tasiyict sistemlerde kullanilan
PLGA’larin Ozelliklerine bagli olarak, ila¢ salimmnm uzatilmasi ve kontrolii
gergeklestirilebilmektedir (34-36). PLGA nin kristal yapist kopolimer zincirindeki
iki monomer bileseninin molar oranmna baghdir. PLGA’da, % 70’den az PGA igeren
kopolimerler amorftur ve diklorometan, etil asetat gibi organik ¢doziiclilerde
kolaylikla ¢oziniirler (37). Sudaki parcalanma orani ise molekiil agirhigma ve
laktid:glikolid oranma baghdir, yiiksek glikolid icerigi ve diisiik molekiil agirligi,

parcalanma oranini artirmaktadir (38).

PLGA, fizyolojik ortamda inert olmasi, biyolojik olarak parcalanabilmesi,

biyouyumlu olmasi ve toksik olmayan iiriinlere parcalanabilmesi nedeniyle, yeni ilag
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tastyici sistemlerde yaygin olarak kullanilan ve FDA tarafindan da onaylanmis bir
biyopolimerdir. PLGA kopolimerleri gerek yagda, gerekse suda coziinen etkin

maddeler ile nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda uygun tasiyicilardir (39-42).

Farkli terapotik etkinlikteki pek cok diisiik veya yiiksek molekiil agirlikli,
hidrofilik ve hidrofobik etkin maddeler PLGA nanopartikiillerine enkapsiile
edilebilirler. PLGA nanopartikiilleri oral, intravendz, intra-arteriyal, nazal ve

inhalasyon yoluyla ila¢ taginmasinda uygulanabilmektedir (38).

PLGA nanopartikiilleri 1.v. uygulamadan sonra karacigerde bulunan
mononiikleer fagositik sistem tarafindan sistemik dolasimdan uzaklastirilir. PLGA
nanopartikiilleri hiicreye endositoz ile alimmakta ve sitoplazmada toplanmaktadir.
PLGA viicutta laktik asit ve glikolik asit monomerlerine parcalanmakta, bunlar da
sitrik asit dongiisiine girmek suretiyle metabolize olarak CO, ve H,O olarak elimine

edilmekte, glikolik asit ise bobrekler tarafindan uzaklastirilmaktadir (34).

2.1.2.2. Poli-e-Kaprolakton (PCL)

Poli-e-kaprolakton (PCL) FDA onayli, biyopargalanir, biyogecimli ve
poliester yapida, yari kristal bir polimerdir. Cams1 gecis sicakligi —60°C’dir ve erime
derecesi, kristal yapisina bagl olarak 59 ile 64°C arasinda degismektedir. Ortalama
molekiil agirligi 10.000-42.500 Da arasindadir. PCL’ nin yavas olarak pargalanmasi
mikrokiire, nanokiire ve implant seklinde farkl tasiyict sistemlerinin hazirlanmasia
olanak saglamistir (43, 44). PCL parcalanmas: iki asamali kiitle erozyonuna
dayanmakta, ilk asamada zincir ayrilmasi ile 5.000 Da’a kadar kayip olugmasi, ikinci
asamada ise kiitle kayb1 gozlenmektedir. Parcalanma, fizyolojik sartlarda enzimatik
reaksiyon veya ester baglarmin hidrolizi ile ger¢ceklesmektedir. Bu nedenle implante
edilebilir biyomateryal ve doku onarim iskelesi olarak biiyiik ilgi cekmektedir. PCL
nanopartikiilleri ise, i.v. uygulama sonrasi retikiiloendotelyal sistemdeki makrofajlar
tarafindan elimine edilmektedir. PCL; seliilloz propiyonat, seliilloz asetat biitirat,
polilaktik asit, polilaktik asit-ko-glikolik asit ile kombine halde kullanilmaktadir ve
bu sayede salim 6zellikleri degistirilebilmektedir (44-46).
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2.1.3. Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Nanopartikiillerin hazirlanmasi sirasinda kullanilan polimerin tipi, siirfaktan
varlig1 ve formiilasyonda kullanilma orani, dondurarak kurutma islemi yapiliyor ise
kriyoprotektan kullanilmas1 gibi faktorler nanopartikiiliin yapisim1 ve ozelliklerini

etkileyebilmektedir (2).

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda Bolim 2.1.1’de anlatildig1  sekilde
nanokiire veya nanokapsiill yapisinda partikiiller elde edilmektedir (25).

Nanopartikiiller (47):

1- Misel polimerizasyonu

2- Sulu ortamda polimerizasyon

3- Yiizeylerarasi polimerizasyon

4- Koaservasyon

5- Etkin maddenin nanopartikiillere adsorpsiyonu

6- Emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma teknigi

7- Nanopresipitasyon (kiiresel kristalizasyon) metodu

8- Tuzla ¢oktiirme (Salting-out) metodu

olmak tizere literatiirde ¢ok farkli teknikler kullanilarak hazirlanmistir (48-63).

Etkin madde yiiklii nanopartikiilleri hazirlamak ic¢in, polimerin ve etkin
maddenin fizikokimyasal 0Ozelliklerine uygun yontemi se¢mek gerekmektedir.
Hazirlama esnasindaki formiilasyon sartlar1, polimerik kolloidal sistemin i¢ yapisini
belirlemektedir. Sonugta olusan farkli karakterdeki nanokiire veya nanokapsiil

formlarinin in vitro salim davranislar1 da farklilik gostermektedir (56). Calismamizda

kullanilan nanopresipitasyon metodu, bu boliimde ayrintili olarak incelenecektir.
2.1.3.1. Nanopresipitasyon (Kiiresel Kristalizasyon) Metodu

Bu yontemde, organik faz, i¢ su fazinda tamamen c¢oziinmektedir. Bu
nedenle, buharlastirma veya ¢oziicli ekstraksiyonu gibi yontemlere gerek kalmadan

nanokiireler ortamda ¢cokmektedir. Yontemin esasma gore, polar olmayan ¢oziicii
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icerisindeki polimer, yari-polar 6zellikte ¢oziiciideki etkin maddenin organik fazda
¢Ozlinmesini saglamakta ve polimer-etkin madde yapisinin hemen ¢6kmesine neden
olmaktadir. Sekil 2.3’de nanopresipitasyon metoduna gore laboratuvar kosullarinda
disik miktarlarda ve endiistriyel boyutta biiyilk miktarlarda nanopartikiillerin

hazirlanmasi sematik olarak gosterilmektedir (64).

Nanopresipitasyon yontemi ile hidrofobik 6zellikteki polimer igerisine hem
hidrofobik hem de hidrofilik etkin maddeleri enkapsiile etmek miimkiin olmaktadir.
Etkin maddeleri ¢ozecek ¢oOziicli, hem polar hem de polar olmayan o6zellikte
olabilmektedir. Bu yontem ile nanopartikiil hazirlamada toksik yardimci maddelerin
kullanilma gereginin bulunmamasi nanopresipitasyon metodunun Onemli bir
istlinliigii olarak belirtilebilir (64).

Oda sicakhginda — Vakum altinda S
‘ karistrma ‘ | buharlastirma | ‘

>

P c:.rgm.l,'k.fﬂz :'k Sulu faz: [)Ianopartikiil dispersivonu
;o tneriorgan Swisiirfaktan/hidrofilik ‘
coziiciilipofilik ilac .
ilag
(A)

J QOrganik faz

T sistem

rn

I::?il:- lf

Nanopartiiil

Manopartidillenn
saflagtirtimas:
(B)
Sekil 2.3. Nanopresipitasyon metoduna gore nanopartikiil hazirlanmasmin sematik

gosterimi (A: Laboratuvar kosullarinda, B: Biiyiik ol¢ekte hazirlama)
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2.1.4. Nanopartikiillerin Uygulama Alanlan

Son yillarda, nanopartikiiller boyutlarinin kiigiik olmasi, sivi dozaj
sekillerinde tekdiize dagilmasi ve etkin maddeyi uzun siirede serbestlestirebilmesi
gibi baz1 nedenlerle saglik bilimleri alaninda ve diger alanlarda yogun arastirma
konusu olmaktadir. Saglik bilimleri alaninda 06zellikle antikanser ilaglar,
antienflamatuvar ilaclar, antiparaziter ilaglar, peptit ve proteinleri tasiyici sistem
olarak, ayrica, asilar ve tan1 maddeleri olarak kullanilirken; veteriner hekimlikte de
yaygin uygulama alani bulmaktadir (62, 63). Veterinerlikte 6zellikle, hayvanlar
parazitlere kars1 korumak i¢in igme suyu i¢inde verilen ve barsakta pargalanarak ilac1
serbestlestiren ~ nanopartikiiller ~ kullanilmaktadwr  (47).  Antijen  tasiyan
nanopartikiillerin ise, immiinolojide etkilerinin iimit verici oldugu bildirilmistir (65).
Bazi antienflamatuvar ilaglar i¢in, nanopartikiillerle i.v. verilmeleri durumunda
etkinin dnemli dlgiide artirildig1 gosterilmistir (66). Insiilin tastyan nanopartikiillerin
oral yoldan uygulanmasi ile plazma glukoz seviyesinin indirgendigi gosterilmistir.
Boylece, biyopargalanir sistemlerle insiilinin enkapsiilasyonu sayesinde, bu
hormonun  gastrointestinal ~ kanaldaki  proteolitik = par¢alanmasmin  Oniine

gecilebilecegi saptanmistir (67).

Tip alaninda sitostatik ilaglarin nanopartikiiler uygulamalar: ile ilgili ¢ok
sayida calisma yapilmistir (4, 7) ve nanopartikiiller, sitostatik ilaglar icin ideal
tastyict sistem adaylar1 olarak bildirilmistir (59). Zira, nanopartikiiller viicutta
parcalanabilmekte, dolayisiyla dokularda birikmemekte ve birikime bagli yan etkiler
gostermemektedir, ayrica hedef bolgede yogunlagmasi saglanabilmektedir. Yapilan
bir ¢alismada nanopartikiillerin lenf diiglimlerindeki makrofajlar tarafindan tutularak
yogunlastirildig1 ve boylece lenf modiillerindeki metastazlara karsi tedavi saglandigi

gosterilmistir (17).

Ticari olarak ilag piyasasindaki onaylanmis nano boyuttaki tasiyici sistemlere
6rnek olarak Estrasorb™, Copaxone” ve Abraxane® verilebilir. Estrasorb® da etkin
madde olan &strojen miseller nanoteknolojisine gére hazirlanmig, daha sonra topikal
emiilsiyon seklinde formiile edilmistir. Copaxone® ise multiple skleroz tedavisinde
kullanilan, glatiramer asetat igeren nanopartikiiler bir ilag tasiyict sistemdir.

Abraxane”, ilag piyasasinda FDA tarafindan ruhsatlandirilmis olarak bulunan,
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antikanser ilag iceren bir nanopartikiil preparatidir. Bu farmasdétik iiriin, albumin
konjuge edilmis paklitaksel iceren bir nanopartikiil formiilasyonudur. Abraxane®,
kemoterapinin tamamlanmasindan sonraki alt1 ay i¢cinde tekrarlayan durumlarda veya
kombinasyon tedavisine cevap vermeyen metastatik meme kanserinin tedavisi igin
kullanilmaktadir. Formiilasyonunda herhangi bir silirfaktan veya ¢oziicii
icermemektedir. Abraxane® ile paklitakseli plazmaya uzun siirede siirekli olarak
vererek depo etkisi saglamak miimkiindiir. Bu sekilde, inflizyon stiresi kisaltilmis
olur ve standart Taxol® formiilasyonunda gdzlenen akut toksisite reaksiyonlari
gdzlenmeyebilir. Abraxane® tek kullanimlik ambalajlarda, 100 mg paklitaksel ve 900
mg insan albumini i¢cermektedir. Her vial, 20 mL % 0.9’luk NaCl injeksiyonu ile
yeniden yapilandirilarak, 3 haftada bir 30 dakikadan uzun siire ile iv. olarak
verilmektedir. Yeniden yapilandirilmis slispansiyonun mL’si 5 mg paklitaksel

icermektedir (68).

2.1.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

Nanopartikiillerin karakterizasyonu amaciyla partikiil biiytikligi ve dagilima,
zeta potansiyeli, yilizey 0Ozelligi, ila¢ yiikleme kapasitesi ve etkin madde salimi

incelenmektedir (69-77).
2.1.5.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagihm

10-1000 nm arasinda partikiil boyutuna sahip olan nanopartikiillerde partikiil
biiytikligli dagilimi Coulter Nanosizer ve Malvern cihazlariyla yapilmaktadir (73).
Bu cihazlarda, foton korelasyon spektroskopisi ve lazer difraksiyon metodlarina
dayanarak partikiil biiylikliigi dagilimlar1 tespit edilmektedir. Foton korelasyon
spektroskopisi, mikron alt1 partikiillerin Brown hareketleri sebebiyle lazer i1smin
yansimasindaki Doppler kaymalarini izleyen bir tekniktir. Cok kisa siirelerde elde
edilen bu siddet degisimi 15181 sacan partikiillerin agirlhik dagilimi ile ilgili bilgi
edinmek i¢cin “oto-korelasyon”a tabi tutulmaktadwr. Bu hesaplamalar sonucu
partikiilin ortalama biiyiikligii ve biyiiklik dagilimi ile 1ilgili bilgiler elde
edilmektedir. Lazer difraksiyon yontemi ise difraksiyon agismin partikiil biiyiikligii

ile ters orantili olmasi esasina dayanan bir tekniktir. Bu yontemde, sabit dalga
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boyunda siddetli bir lazer 1511 6rnek partikiillerden gecirilmekte ve 151k siddeti verisi
lazer 1s1ninm ekseninden uzaktaki farkl (diisiik) sagilma agilarinda toplanmaktadir.
Partikiil biiyiikliigli azaldikca gozlenen sagilma agisi logaritmik olarak biiylimektedir.
Biiyiik partikiiller 15181 daha dar agida daha yiiksek siddet ile sacarken, kiigiik
partikiiller daha genis agida ama daha diisiik siddette sagmaktadirlar (42).

2.1.5.2. Zeta Potansiyel

Nanopartikiillerde zeta potansiyel, kolloidal dispersiyonlarin dayanikliligi
hakkinda bilgi vermektedir (72). Partikiil yiizeyindeki elektriksel yiikii agiklayan zeta
potansiyel, nanopartikiil ile dispersiyon ortamu ara yiizeyindeki farkli sistem
bilesenlerinin yiiklerinden etkilenmektedir. Genellikle, £30 mV ile 10 mV
arasindaki zeta potansiyel degerleri, agregasyonu oOnleyen, partikiiller arasindaki
yiiksek itis gilicii nedeni ile daha dayanikli nanopartikiil dispersiyonlarini

gostermektedir.
2.1.5.3. Yiizey Ozellikleri

Nanopartikiillerin yiizey ozellikleri, nanometre boyutlarinda olduklar1 igin
sadece elektron mikroskoplar1 ile incelenebilmektedir. Bu amacla kullanilan cihazlar
taramali elektron mikroskopu (scanning electron microscopy-SEM), atomik kuvvet
mikroskopu (AFM), transmisyon elektron mikroskopu (TEM) ve taramali tiinel
mikroskopu (STM) olarak siralanabilir. Arastirma esnasinda en i1yi gorlntiilemeyi
saglayan yOntem, amaca en uygun yontem olarak degerlendirilmektedir.
Nanopartikiillerin  yiizey alan1 tayininde ise gaz adsorpsiyonu yontemi

kullanilmaktadir.
2.1.5.4. ila¢ Yiikleme Kapasitesi

Nanopartikiiler sistem formiilasyonlarmin 6nemli 6zelliklerinden birisi de ilag
yiikleme ytizdeleridir. Etkin madde, partikiil i¢cine hapsedilebilecegi gibi yiizeye de
adsorbe edilebilmektedir. Genel olarak, enkapsiilasyon yiizdesinin etkin maddenin
yagl i¢ ¢ekirdekteki ¢oziiniirligi ile iliskili oldugu bilinmektedir (70). Hapsolan ilag
miktar1; nanopartikiil dispersiyonu igerisinde saptanan total ila¢c miktar1 olarak

tanimlanabilmektedir. Asosiye ila¢ yiizdesi (%) ve hapsolma etkinligi (ng ilag / mg
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siklodekstrin)  degerleri, hapsolan etkin madde miktarindan hareketle

hesaplanmaktadir (70).
2.1.5.5. in Vitro Etkin Madde Salim

Nanopartikiillerde baslangicta hizla saliman etkin maddenin nanopartikiiliin
ylizeyine adsorbe olan ila¢ oldugu ve daha sonra salinan miktarin nanopartikiile
enkapsiile olan kisim oldugu ve salimin genellikle birinci derece kinetigine uydugu
goriilmektedir (2). Ilacn salimmda, nanopartikiillerin hazirlanmas1 sirasmda
kullanilan monomer miktarinin ve polimerik duvar kalinliginin etkili oldugu

bildirilmektedir (8).

Nanopartikiillerden etkin maddenin salimini etkileyen parametreler asagidaki

gibi siralanabilir (2):
» Etkin maddenin ¢ozliniirligi,
» Yilizeye adsorbe olan etkin maddenin desorpsiyonu,
» Nanopartikiiler matriksten etkin maddenin difiizyonu,
» Nanopartikiiliin matriks yapisinin erozyonu/degredasyonu,
» Kombine erozyon/diflizyon metodu

Nanopartikiillerden ilag salimi, genellikle sizma, asinma, kopma-parcalanma
ve diflizyon mekanizmalariyla agiklanmaktadir. Partikiil boyutunun kiiclik
olmasindan dolay1 diflizyon mesafesi ¢ok kisa olmaktadir ve bu durumda difiizyon
mekanizmasinin ¢ok etkili bir parametre olmadigi bildirilmektedir (11). Degredasyon
mekanizmasi kimyasal veya enzimatik olarak gerceklesmektedir. Nanopartikiillerden
etkin madde salimmin tayini i¢in c¢esitli metodlar kullanilmaktadir (2). Kiigiik
boyutlarda olmalarindan dolayr nanopartikiillerin alinan 6rneklerdeki salim
ortamindan santrifiij ile uzaklastirilmalar1 yani c¢oktiiriilmeleri gerekmektedir.
Nanopartikiillerden etkin madde salimi genellikle diyaliz metodu ile yapilmaktadir.
Bu metoda gore nanopartikiil slispansiyonu bir diyaliz membranina veya tiibiine

yerlestirilmekte ve salim ortaminda calkalanmaktadir. Salim ortamindaki etkin
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madde miktar1 zamanin fonksiyonu olarak tayin edilmektedir (78). In vitro salim
tayininde kullanilan diger yontemler ependorf tiip metodu, biyolojik veya
ylizeyleraras1t membranlar ile yan yana difiizyon hiicresi metodu, ters diyaliz teknigi,
ultrasantrifiijleme, ultrafiltrasyon, santrifiije dayali ultrafiltrasyon ve mikrodiyaliz

teknikleridir (8, 64).

2.2. Siklodekstrinler

Siklodekstrinler ilk olarak 1891 yilinda Villiers tarafindan kesfedilmistir (79).
Kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi ile enkapsiilasyon ajani olarak ve endiistride

eksipiyan olarak kullanimlar1 6nem kazanmaistir (80).

Siklodekstrinler, endiistriyel olarak {iretilen ve nisastanin siklodekstrin
glukozil transferaz (CGTaz) aracilig1 ile enzimatik parcalanmasi sonucu elde edilen
siklik oligosakkaritlerdir. Dogal siklodekstrinler ise glukopiranoz birimlerinden
meydana gelen; makrohalka seklinde, kristalize, homojen maddelerdir (81).
Siklodekstrinler, molekiildeki a-1,4-D(+)-glukozidik bagl glukopiranoz birimlerinin
sayisina gore adlandirilmaktadir. Bunlar arasinda farmasotik agidan 6nem tasiyan o-
siklodekstrin (6 birim), B-siklodekstrin (7 birim) ve y-siklodekstrin (8 birim) Sekil
2.4’de sematik olarak aciklanmaktadir (82, 83).

Siklodekstrin n R

OR
RO o-CD 0 H
B-CD 1 H
0 Y-CD 2 H
RO OR

RO o OR

OR
RO

Sekil 2.4. Siklodekstrinlerin genel yapisi



18

Siklodekstrinler; hidrofilik dis yiizey ile apolar bir kaviteden olusan 6zel bir
yapidir. Kavitenin igindeki glukozidik gruplar yapiya hidrofobik 6zellik
kazandirmaktadir. Siklodekstrinler, konuk ila¢ molekiilleri ile inkliizyon bilesikleri
olusturma ozelligine sahiptirler (84-89). Tablo 2.2°de siklodekstrinlerin
fizikokimyasal 6zelliklerine ve farmakope monograflarina iliskin bilgiler verilmistir
(90).

Tablo 2.2. Siklodekstrinlerin fizikokimyasal &zelliklerine ve farmakope

monograflarina iliskin bilgiler

a-CD - 972 145 + -
B-CD - 1135 18.5 + +
HP-B-CD 0.65 1400 >600 + +
RM-B-CD 1.8 1312 >500 - -
SBE-B-CD 0.9 2163 >500 - -
v-CD - 1297 232 Cahgmalar +
devam ediyor
HP-y-CD 0.6 1576 >500 - -
+: Var, -:Yok

Dogal siklodekstrinler 6zel bir kristal yap1 gostermektedirler. Siklodekstrin
halkasinda bulunan glukoz {initeleri ekvatoryal pozisyonda olduklar1 igin,

termodinamik olarak istenen *C, sandalye konformasyonundadirlar. Ayrica,
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siklodekstrinler C(4)-O(4) ile C(1)-O(4) arasindaki glukozidik baglarm ve C(1)-O(4)
arasindaki O(6) primer hidroksil gruplarinin rotasyonu ile biikiilmez yap1
gostermektedirler. Bu konformasyon sonucunda, C(2) ve C(3)’e bagl tiim sekonder
hidroksil gruplari, ekvatoryal konumda siklodekstrin kavitesinin genis olan tarafinda
yer almaktadirlar. C(2)’ye bagli hidroksiller kaviteye dogru, C(3)’e baglh hidroksiller
ise kaviteden disar1 dogru yonelmislerdir. Kavitenin daha dar olan kisminda C(6)’ya
bagli primer hidroksil gruplar1 bulunmaktadwr. Bu hidroksil gruplari, dogal
siklodekstrinler i¢in iyi derecede suda ¢oziinilirlik saglamaktadirlar. Kavitede, C-H
gruplarimin (C3), glukozidik oksijen atomlarmin ve diger C-H gruplarmin (CS5)
halkas1 ayn1 hizada bulunmaktadir. Bu nedenle, kavite apolar bir karaktere sahiptir,
bu durum yiiksek elektron dansitesi ve Lewis bazi 6zelliginden kaynaklanmaktadir.
Siklodekstrinlerin fizikokimyasal ozellikleri ile inkliizyon kompleksi olusturma

ozellikleri, bu 6zel kimyasal yapinin sonucudur (84).

Siklodekstrinlerin, “Ying-Yang” olarak da adlandirilan c¢ift karakterli
yapisindan dolayi, farmasétik alanda ¢ok genis kullanimlar1 vardwr. Siklodekstrinler,
hidrofobik molekiilleri apolar kavitesine hapsederek fizikokimyasal o6zelliklerini
maskelemektedirler (83, 85). Siklodekstrinler ile etkin maddenin hidrofobik
fonksiyonlar1 gizlenerek suda ¢oziiniir etkin madde:siklodekstrin kompleksleri elde
edilebilmektedir.  Siklodekstrinler, ¢oOziiniirligli  diisik etkin  maddelerin
biyoyararlanimini; etkin maddenin ¢dziiniirliigiinli, ¢6ziinme hizini ve/veya etkin
madde permeabilitesini artirarak iyilestirmektedirler. Diisiik ¢oziiniirlige sahip
hidrofobik ilaglarin permeabilitesini ise biyolojik bariyerlerin yiizeyinde yiiksek
miktarda ila¢ bulunmasini saglayarak artirmaktadirlar (83). Siklodekstrinler
eczacilikta ayrica stabilitenin diizeltilmesi, yan etkilerin azaltilmasi, kotii tat veya
kokunun maskelenmesi, sivi ilaglarm kat1 hale doniistiirtilmesi, ucuculugun
azaltilmasi, gecimsiz ilaglarin bir arada verilebilmesi gibi farkli amaglarla

kullanilmaktadir (91).

Kompleksi hazirlanan etkin maddenin ¢6zlniirliigii; etkin maddenin ve
siklodekstrinin biiytikliiklerinin uygunluguna, etkin maddenin lipofilikligine ve
kovalan olmayan etkilesimleri saglayan elektrik yiikiine bagl olarak degismektedir.
Siklodekstrinler, etkin madde ile kovalan olmayan etkilesimlerde bulunarak ¢6zelti

icerisinde etkin maddenin kimyasal potansiyelinin azalmasma yol agmaktadir. Bu
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kovalan olmayan ve spesifik ¢oziiniirliigii artirici etkilesimler “benzer benzeri ¢ézer”
yaklasimma dayanmaktadir (92). Siklodekstrin kavitesine girebilecek molekiiliin

saptanmasinda kimyasal faktorlerden cok geometrik faktorler rol oynamaktadir.

Molekiillerin siklodekstrinlerle komplekslesmesi, molekiiliin devamli olarak
kompleksin igerisine dahil oldugu ve kompleksten ayrildigi dinamik bir iglemdir. En
olas1 baglanma sekli, konuk molekiiliin daha az polar boliimiiniin siklodekstrin
kavitesinin igerisine girmesi, daha polar ve cogunlukla yiiklii olan grubun ise
kavitenin daha genis olan kisminin hemen disindaki ¢oziicliye dogru yonelmesidir

(93).

Siklodekstrinlerin hidrofobik ilaglarla inkliizyon kompleksi olusumu denge
reaksiyonuna dayanmaktadir (94-98). Reaksiyon, kantititatif olarak bir asosiasyon
veya stabilite sabiti (K,p) ile acgiklanmaktadir. Sabitedeki a ve b degerleri,
komplekslesen ila¢ molekiiliiniin siklodekstrine olan molar oranin1 gostermektedir
(99-101). Bu sabitenin biiytikliigii, siklodekstrinlerin etkinligini karsilastirmada bir
parametre olarak degerlendirilmektedir. Kullanilan siklodekstrin tipine ve etkin
maddenin biiylikliik ve fizikokimyasal o6zelliklerine gore farkli molar oranlarda
kompleksler olusabilmektedir. Ila¢ kaviteye tam olarak uyarsa, 1:1 kompleks olusur,
ancak eger ila¢ boyutlar1 ¢ok biiylikse, ilag molekiiliinii ¢gevrelemek i¢in birden fazla
siklodekstrin molekiilii gerekmektedir. Bu durumda, 1:2 veya daha fazla oranda
kompleksler olusmaktadir. Eger kavite yeterince biiyiikse, 2 ilag molekiilii de kavite
icerisine almabilir (2:1 kompleks). Farkli molar oranlardaki inkliizyon kompleksleri

Sekil 2.5°de sematize edilmistir.
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1:1 Kompleks 1:2 Kompleks 2:1 Kompleks

Sekil 2.5. Farkli molar oranlarda ilag:siklodekstrin inkliizyon komplekslerinin

sematik gdsterimi (85)

Siklodekstrinlerle etkin maddelerin inkliizyon bilesiklerinin hazirlanmasinda
en sik kullanilan ve en giivenilir yontem, sulu ¢ézeltiden kompleksin izole edildigi
metoddur. Bu yontemde, etkin madde ve siklodekstrin su i¢inde dengeye ulasana
kadar karistirilmaktadir. Daha sonra inkliizyon kompleksi toz halde ¢oktiiriilmekte ve
kurutulmaktadir. Bu yOntem biiyiik oOlcekli iiretim i¢in uygun olmadigindan
endiistriyel alanda yogurma (kneading), dondurarak kurutma (freeze drying),
puskiirterek kurutma (spray drying), ¢oktliirme (coprecipitation), notralizasyon ve

ogiitme (grinding) gibi yontemler kullanilmaktadir (86, 87).

Inkliizyon kompleks olusturma ve karakterizasyon ¢ahigmalarinda
kompleksteki etkin madde:siklodekstrin molar oraninin belirlenmesi ve asosiasyon
katsayisinin hesaplanmasi i¢in en yaygin yaklasim Higuchi ve Connors’un (102)
tanimladig1 faz ¢Oziiniirlik calismasidir. Bu ¢alisma, siklodekstrin = gibi
coziiniirlestiricilerin  etkisinin tayin edildigi bir yontemdir. Faz ¢oziintirlik
diyagramlar1 A ve B tipi olarak kategorize edilmektedir (Sekil 2.6). A tipi egriler
suda ¢oziinen inkliizyon komplekslerini gosterirken, B tipi zayif ¢oziiniirliigii olan
kompleksleri tanimlamaktadir. A ve Bs tipleri smirh ¢oziiniirliigli; Bp ise
coziinmeyen kompleksleri gostermektedir. A tipi kompleksler Ap (siklodekstrin
konsantrasyonuna bagl olarak ¢oziiniirligiin dogrusal artmasi), Ap (pozitif sapma
gosteren izoterm) ve Ayn (negatif sapma gosteren izoterm) olarak alt birimlere
ayrilmaktadir. -CD gibi sudaki zayif ¢oziiniirliigii olan siklodekstrinler bazen B tipi
egriler verirken, HP-B-CD ve SBE-B-CD gibi suda ¢oziinen siklodekstrinler A tipi

egriler vermektedir (95).



22

Cézinen ilag
konsantrasvonu B

Siklodekstrin konsantrasvonu

Sekil 2.6. Teorik faz ¢oziiniirliik diyagram tipleri (95)

1:1 kompleksleri i¢cin asagidaki esitlik kullanilarak asosiasyon (stabilite)

katsayis1 hesaplanmaktadir:

Egim

Kigp =
So (1 - Egim)

K= Asosiasyon (stabilite) katsayisi

So= Etkin maddenin gercek (intrinsik) ¢oziintirligi

Ilag ve siklodekstrin 1:1 kompleksinin esitligi:
Ilag + siklodekstrin < Ilag : siklodekstrin kompleksi

seklinde gosterilmektedir. Bu esitligin baglanma yar1 dmrii bir saniyeden daha az bir
siredir. Asosiasyon katsayis1 K, etkin madde:siklodekstrin kompleksleri igin

genellikle 100-20.000 M arasinda degismektedir (95).
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2.2.1. Siklodekstrin Iceren Nanopartikiiller

Siklodekstrinler de nanopartikiiler ilag tasiyici sistem formiilasyonlarinda
kullanilmaktadir (103-111). Siklodekstrinlerin nanopartikiil yapisina girmesi iki
sekilde gergeklestirilmektedir:

1. Etkin maddenin siklodekstrin ile hazirlanan kompleksinin polimerik
nanopartikiillere enkapstile edilmesiyle, ilacin ¢ozlniirliigi artirilir ve/veya stabilitesi

diizeltilir.

2. Siklodekstrinlerin modifikasyonu ile bu molekiillere amfifilik 6zellik kazandirilir.
Bu durumda, yilizey aktif madde kullanilarak veya kullanilmadan nanopartikiillerin;
nanokiire, nanokapsiil, kat: lipid nanopartikiil, lipozom, vezikiil gibi formlarda

olugmas1 saglanmaktadir (91).

Siklodekstrin igeren ilk farmasotik {iriin, 1976 yilinda, Japonya’da piyasaya
c¢ikan prostaglandin E2/BCD igeren dilalt1 tabletidir (Prostarmon E™). Bundan 12 y1l
sonra Avrupa’da piroksikam/BCD iceren (Brexin®) tablet piyasaya sunulmustur.
Amerika’da ise onay alan ilk {irlin itrakonazol/2-hidroksipropil-BCD oral ¢ozeltisidir.
Bugiin diinya piyasasinda siklodekstrin igeren 35 farkli farmasotik {iriin
bulunmaktadir (Tablo 2.3). Bu preparatlarda siklodekstrin etkin maddelerin sudaki
¢cOzilinlirliiglinli, biyoyararlanimini ve/veya stabilitesini artrmak gibi amaclarla

kullanilmastir (83).

Tablo 2.3. Siklodekstrin igeren ruhsatlandirilmis farmasotik iirtinler

Ila¢/Siklodekstrin Ticari Ismi® Dozaj Sekli  Ruhsatlandirildigi
Ulke

a-Siklodekstrin

e Alprostadil Prostavastin,  1.v. ¢ozelti Japonya, Avrupa,
(PGET) Rigidur ABD

e OP-1206 Opalmon Tablet Japonya

e Sefotiam heksetil ~ Pansporin T Tablet Japonya

HCl
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p-Siklodekstrin

e Beneksat HCI Ulgut, Kapsiil Japonya
Lonmiel
e Sefalosporin (ME  Meiact Tablet Japonya
1207)
e Klordiazepoksit Transillium Tablet Arjantin
e Deksametazon Glymesason ~ Merhem Japonya
e Difenhidramin Stada-Travel  Cigneme Avrupa
HCI, Klorteofilin tablet1
e Iyot Mena-Gargle  Cozelti Japonya
e Nikotin Nicorette, Dilalt1 tablet,  Avrupa
Nicogum Cigneme
sakiz1
e Nimesulid Nimedex Tablet Avrupa
e Nitrogliserin Nitropen Dilalti tablet ~ Japonya
e Omeprazol Omebeta Tablet Avrupa
e PGE2 Prostarmon E  Dilalti tablet ~ Japonya
e Piroksikam Brexin, Tablet, Avrupa, Brezilya
Flogene, Supozituvar,
Cicladon Cozelti
e Tiaprofenik asit Surgamyl Tablet Avrupa
2-Hidroksipropil-$-
Siklodekstrin
e Sisaprid Propulsid Supozituvar Avrupa
e ltrakonazol Sporanox Oral ve i.v. Avrupa, ABD
cozelti
e Mitomisin Mitozytrex 1.v. ¢cozelti Avrupa, ABD
Metilenmis-f3-
Siklodekstrin
e Kloramfenikol Clorocil GOz damlas1  Avrupa
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e 17B-Estradiol Aerodiol Burun spreyi  Avrupa
Siilfobiitileter f-
Siklodekstrin
e Vorikonazol Vfend 1.v. ¢cozelti Avrupa, ABD
e Ziprasidon mesilat Geodon, i.m. ¢ozelti Avrupa, ABD
Zeldox

2-Hidroksipropil-y-

Siklodekstrin
e Diklofenak Voltaren GOz damlas1  Avrupa
sodyum
o Tc-99 Cardiotec 1.v. ¢ozelti ABD
Teoboroksim

2.2.2. Siklodekstrin Tiirevleri

Siklodekstrinlerin 2, 3 ve 6 numarali konumlarinda yer alan hidroksil
gruplarma alifatik yapilar baglanmas1 ile elde edilirler (Tablo 2.4). Dogal
siklodekstrinlerin  istiinliiklerinin yaninda, asir1 lipofilik ylizeyleri biyolojik
membranlarla etkilesimini zorlastirmaktadir. Siklodekstrinlerin modifiye edilme

nedenleri arasinda:

e Ogzellikle, suda ¢oziiniirliigii nispeten smirli olan P-siklodekstrinin suda

¢cOzilinlirliglini artirmak,
e Siklodekstrinlerin biyolojik membranlardan gecisini artirmak,

e Dogal siklodekstrinlerin en 6nemli yan etkisi olan hemoliz ve nefrotoksisiteyi

yok etmek,
e Siklodekstrinler ile kolloidal (nanopartikiiler) ilag tasiyict sistem olusturmak,
e Ilac salim dzelliklerini degistirmek

siralanabilir (90, 94).
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Tablo 2.4. Dogal siklodekstrinlerden a-CD, B-CD, y-CD’in 6zellikleri

Siklodekstrin Glukoz Boyutlar (nm) Halka Ortalama
tipi iinite sayisi acilma ty, Ki (M'l)
(sa)
Derinlik Dis  I¢
¢ap  ¢ap
a-CD 6 0.78 1.37 0.57 33 130+8
B-CD 7 0.78 1.53  0.78 29 490+8
y-CD 8 0.78 1.69 0.95 15 350+9
Dis cap
< ic cap > Sekonder

/ hidroksil gruplar:

Derninlik
Primer hidroksil -
gruplar: Primer viiz

a ve B siklodekstrinlerin nefrotoksik etkileri nedeni ile parenteral uygulama
icin uygun olmadig: bilinmektedir. Bu yan etkinin etiyolojisi halen bilinmemektedir,
fakat bobrek tiibiil hiicreleri tarafindan siklodekstrin alimini takiben hiicre ici
fonksiyonun bozulmasi veya siklodekstrinler tarafindan lipid membran bilesenlerinin

ekstraksiyonu ile iligkili oldugu diisiintilmektedir (107).

Farmasotik alanda ve ilag tasiyict sistemlerin formiilasyonunda siklikla
kullanilan siklodekstrin tiirevleri arasinda metilenmis siklodekstrinler, hidroksipropil
siklodekstrinler,  siilfobutileter-B-siklodekstrinler,  dallanmis  siklodekstrinler,
acillenmis  siklodekstrinler,  iyonize  siklodekstrinler,  karboksimetiletil-f-

siklodekstrinler ve siilfatlanmis siklodekstrinler siralanabilir (112-116).
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2.2.3. Amfifilik Siklodekstrinler

Amfifilik siklodekstrinler, dogal siklodekstrinlerin farmasotik
uygulamalardaki bazi sinirlamalarini ortadan kaldirmak i¢in sentezlenmistir.
Amfifilik siklodekstrinlerin sentezlenmesindeki temel nedenler su sekilde

Ozetlenebilmektedir (117):

1. Molekiile dis hidrofobiklik kazandirilarak siklodekstrinlerin biyolojik

membranlarla etkilesimini artirmak,

2. Siklodekstrinlere uzun alifatik zincirler eklenmesi ile hidrofobik ilaglarla

etkilesimini modifiye etmek veya artirmak (inkliizyon kapasitesini artirmak),

3. Intravendz uygulama sonrasi dogal siklodekstrinlerin nefrotoksik ve

hemolitik etkisini yok etmek veya azaltmak,

4. Amfifilik siklodekstrinlerin kendi kendine bir araya gelebilme ozellikleri

sayesinde nano boyuttaki tastyicilarin olusumuna olanak saglamak.

Amfifilik siklodekstrinlerin ylizey aktif o6zelliklerini alifatik zincirin
uzunlugu, vyapisi, bag tipi etkilemektedir. Amfifilik siklodekstrinler ile
nanopartikiiller herhangi bir polimer, makromolekiil veya siirfaktan kullanilmadan
kendiliginden olusmaktadir (118-124). Hidrofobik molekiilleri kavitesine uzun

alifatik zincirlerle baglarlar.

Amfifilik siklodekstrinler ylizey yiiklerine gore noniyonik, katyonik ve
anyonik siklodekstrinler olmak iizere ii¢ ayr1 sinifa ayrilabilirler (91). Calismamizda
kullanilan 6-O-Capro-B-CD ve B-CDC6 noniyonik yapida oldugu icin bu grup

ayrmtili olarak incelenecektir.
Noniyonik Amfifilik Siklodekstrinler

Noniyonik amfifilik siklodekstrinler, glukopiranoz {initelerinin primer
ve/veya sekonder yiizlerine farkli uzunluklarda alifatik zincirlerin eklenmesiyle elde
edilirler. Siklodekstrinlere yapilan modifikasyonlar Sekil 2.7-2.9’da goriilmektedir.
Sentez yaklagimlarinda; her iki yliziin modifikasyonu (-2, -3, -6) olabilecegi gibi
primer yiiziin modifikasyonu (-6) (lolipop siklodekstrinler, medusa benzeri

siklodekstrinler, kap ve top siklodekstrinlerde oldugu gibi) veya sekonder yiiziin
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modifikasyonu (-2 ve/veya —3) (etek seklinde siklodekstrinler, buket seklinde
siklodekstrinlerde oldugu gibi) yapilabilmektedir (104, 106). Isimlendirilmeleri

yapilarma gore yapilmistir:

OH OH OH
OH H H
OH

-

(A) (B)

Sekil 2.7. Siklodekstrinlerin modifikasyonunun sematik gosterimi (A: Sekonder

yiiziin modifikasyonu, B: Primer yiiziin modifikasyonu)

Primer yiiz /OH ©)

Modifikasvon bélgeleri

Apolar kavite

OH OH
Sekonder yiiz
(3) (2)

Sekil 2.8. Siklodekstrinlerin primer ve sekonder yiizlerindeki modifikasyon bolgeleri
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I. Normal reaktifle, zavif baz (piridin)

OH ,

ve bilesik olmavan elektrofil

II Ters reaktifle; giicli baz
(deprotonat)

ve bilesik olmayan elektrofil

III. Kompleks olusumuyla reaksivon

*

Bilesik elektrofil kullamilarak

IV. Bir bazla 2 pozisyonumu
koruyarak

Herhangi bir elektrofil

OH OH

V. Glglii bir bazla 6 pozisyonunu
koruyarak

L

Herhangi bir elekfrofil

Sekil 2.9. Siklodekstrinlerde yapilabilecek modifikasyonlari sematik gosterimi

2.2.4. Tllac:Siklodekstrin Komplekslerinin Karakterizasyonu

Siklodekstrinlerin ve hazirlanan komplekslerin analizinde diferansiyel
taramal1 kalorimetri (DSC), termogravimetrik analiz (TGA), fourier transform
infrared (FTIR) spektroskopisi, niikleer magnetik rezonans (NMR) spektroskopisi,
ultraviole (UV), goriiniir bolge ve floresans spektroskopisi, dairesel dikroizm (CD)
spektroskopisi ve X-1sm1 kirmimi (XRD) gibi metodlar kullanilmaktadir (117,119-
123). Biitiin bu analizler, kompleks olusumunun gdsterilmesi acisindan birbirlerini

dogrulamak veya desteklemek amaciyla yapilmaktadir.

Diferansiyel taramali kalorimetri, kalitatif amag¢li kullanilan yontem olup
molekiillerin erime pikinde gozlenen kayip, kompleks olusumunun gostergesidir.
Etkin maddenin erime pikinin kaybolmasi, ortamda serbest halde bulunmadigini

gostermektedir (117).
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Termogravimetrik analiz, kantitatif bir yontemdir. Bu yontem ile konuk

molekiiliin kaynama noktasi ve buharlasan miktar1 dl¢iilebilmektedir (117).

Fourier transform infrared spektroskopisi ile konuk molekiiliin spektral
ozelliklerindeki degisimler tespit edilmektedir. Etkin maddeye karakteristik
spektrumlardaki kiigiilme veya kaybolma, etkin maddenin serbest halde kalmadigini

veya ¢ok az sayida molekiiliin serbest olarak kaldigini1 gostermektedir (119).

Niikleer magnetik rezonans spektroskopisi kalitatif ve kantitatif analiz
yaninda, konuk molekiiliin kompleks olusumuna katilan belirli boliimii hakkinda da
bilgi vermektedir. Kompleks olusumu sonucu, yeni bir ¢evrede bulunan siklodekstrin
kavitesindeki H-3 ve H-5 protonlarmin piklerinde bir kayma goézlenmektedir.
Siklodekstrinin dis yiizeyinde bulunan hidrojenler ise genellikle (H-2, H-4, H-6)
komplekslesmeden etkilenmezler. Siklodekstrin  spektrumu disinda, konuk

molekiiliin NMR spektrumunda da kayma gozlenebilmektedir (120).

Ultraviyole, goriiniir bolge ve floresans spektroskopisi ile aromatik halka ve
fonksiyonel gruplara sahip konuk molekiillerin, siklodekstrinlerin varliginda, UV ve
goriiniir bolge spektrumlarinda maksimumda kayma gosterdikleri bildirilmektedirler
(121). Belirli konuk molekiillerin floresans spektrumlarinda da benzer sonuclar elde

edilebilmektedir.

Dairesel dikroizm spektroskopisi, maddenin sag ve sol dairesel polarize 15181
absorplanmasindaki farki dlgen bir 151k absorpsiyon spektroskopisi ¢esididir. Akiral
konuk molekiiliin sulu ¢ozeltisine siklodekstrin eklendiginde ve konuk molekiiliin
kromofor grubu, siklodekstrin kavitesinin icerisine girdigi zaman, dairesel dikroizm

spektrumunda degisiklikler gbzlenmektedir (122).

X-1s1m1 kirmimi yontemi, ugucu olmayan sivi veya kat1 konuk molekiiller i¢in
yararhidir ve esast maddenin kristal oOzelligindeki deg§isimin incelenmesine

dayanmaktadir (122).
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2.2.5. Siklodekstrinlerin fla¢ Tasinmasinda Kullamilmasi

Siklodekstrinler parenteral, oral, okiiler, nazal, rektal ila¢ tagmnmasinda,
kontrollii ilag tasinmasinda, kolona spesifik ila¢ tasmmmada, peptit ve protein
tasinmasinda, gen ve oligontikleotid tasinmasinda, dermal ve transdermal tasimmada,

beyine ila¢ taginmasi ve beyine hedeflemede kullanilmaktadir (125-136).

HP-B-CD ve SBE-B-CD’ler gibi amorf tiirevler sudaki ¢ok
coziiniirliklerinden ve toksisitelerinin ¢ok az olmalarindan dolay1 parenteral
kullannmda ¢ok calisilan siklodekstrinler olmuslardir. Amerika ve Avrupa’da
piyasada % 40 oraninda HP-B-CD igeren itrakonazol parenteral preparati
bulunmaktadir (125). Siklodekstrinlerin parenteral uygulanmasi ile ilacin
¢oOziiniirligli ve ilacm sulu ortamdaki stabilitesi artirilirken, uygulama bolgesindeki
ilac iritasyonu azaltilmis olur. HP-B-CD ve SBE7-B-CD’ler ile mikanozolun, M-B-
CD ile doksorubisinin parenteral formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Deksametazonun
dallanmig B-CD’lerle suda ¢oziinen kompleksi olusturularak steroidal injeksiyonluk
formiilasyonu hazirlanmis (95) ve fenitoinin de HP-B-CD ile hazirlanan parenteral
formiilasyonu ile doku iritasyonunun azaltildig1 yapilan bir ¢calismada gosterilmistir

(126).

Siklodekstrinler ile goze ilag tagmnmasina thEGF:HP-B-CD kompleksinden
hareketle hazirlanan poloksamer jeller 6rnek olarak verilebilir. 2-HP-B-CD ve SBE-
B-CD’ler gibi hidrofilik siklodekstrinler pilokarpin g6z damlalarinda (88)
kullanilarak etkin maddenin okiiler absorpsiyonunu ve gozde kalig siiresini artirdigi,

okiiler iritasyonu azalttig1 gosterilmistir.

Siklodekstrinler ile yapilan bir diger ¢aligmada, metil ve hidroksipropil gibi
hidrofilik siklodekstrinlerin lipofilik 1ilaglarin rektal absorpsiyonunu artirdigi
gosterilmistir (132). Literatiirde, DM-B-CD ve HP-B-CD kullanilarak fluriprofen ve
bifenil asetik asitin, a-CD ile morfinin rektal biyoyararlanimmin artirildig:

gosterilmistir (133).

Siklodekstrinler midede ve ince barsakta hidrolize olmakta ve ¢ok az

absorplanmaktadir. Ancak, kalin barsakta kolonik mikrobiyal flora ile kiigiik
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sakkaritlere fermente olarak absorplanmaktadir. Prednizolon:a-CD ve triamsinolon
asetonid:B-CD kompleksleri siklodekstrinlerin kolona ila¢ tasinmasi amaciyla

yapilan ¢alismalara 6rnek olarak verilebilir (136).

Bodor ve arkadaglarmmin (137) gelistirdigi tasiyict sistem ile; steroid,
antitimor 1ilag, kalsiyum kanal antagonisti gibi molekiilleri, 1-metil-1,4-
dihidronikotinik asit ile enzimatik olarak baglayip lipofilik hale getirmek ve beyine
hedeflemek amaclanmistir, ancak, molekiillere kazandirilan bu lipofilik 6zellik
laglarin suda c¢oziinilirliigiinii azaltmaktadir. Bu nedenle, HP-B-CD kullanilarak,
ilaglarin ¢oziinlirligli ve dihidronikotinik asitin sulu ¢ozeltideki kimyasal stabilitesi
artirilmaya calisilmistir. Brewster ve Loftsson yaptiklar1 g¢alismada, kimyasal
modifikasyonun ozellikle HP-B-CD gibi suda ¢o6ziinen siklodekstrin tiirevlerinin

beyine tasinmasinda dnemli oldugunu gostermislerdir (83).

Kan beyin engeli asilmasi zor bir bariyer oldugundan peptitlerin absorpsiyonu
miimkiin degildir. Ancak P-gp sizint1 fonksiyonunu inhibe etmesi sayesinde DM-f3-
CD gibi siklodekstrinlerle bu yapilarin beyine tasinmasi miimkiin kilinmistir (95).

2.3. Kanser

Viicudumuzun en kiigiik yap1 taslarmi olusturan hiicreler sonsuz
boliinemezler, yasam siiresi boyunca belirli sayida boliinebilirler. Buna karsin kanser
hiicreleri, bu bilinci kaybederek, kontrolsiiz bigimde ¢ogalmaktadirlar (138). Bir tek
hiicrenin ¢ogalmasma neden olan genetik degisikligin (mutasyon) sonucu tiimor
olugsmaya baslarken; hiicre ¢ogalmasina bagli olarak tiimor hiicrelerinden olusan
hiicre toplulugu da giderek biiyiimekte ve bu topluluktaki diger hiicrelerde de
mutasyonlar geliserek tlimor ilerlemesi goriilmektedir. Viicutta mutasyona ugrayan
hiicrelerin ancak c¢ok kiigiik bir kismi kansere yol agmaktadwr. Bunun nedeni
mutasyon gosteren hiicrelerin yagama kabiliyetlerinin normal hiicrelere gore daha az
olmasi olabilir. Mutasyon gosteren hiicrelerin pek ¢ogunda asir1 bliyiimeyi onleyen
normal kontrol mekanizmasi1 bulunmaktadir. Bu yiizden hayatta kalabilen mutant
hiicrelerin ¢ok az1 kanserli hiicreye donlismektedir (Sekil 2.10). Tiimor hiicresi pasif

difiizyonla beslenerek 2 mm’ boyutlarma kadar ulasabilmektedir. Biiyiimenin devam
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etmesiyle, timor kitlesinin beslenmesini saglamak i¢cin yeni kan damarlar1 olusumu

(anjiogenesis) gelismektedir (17).

Kanser, hiicre mitozunu kontrol eden genlerin mutasyonu veya anormal
aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Kanser olusumuna neden olan anormal
genlere “onkogen” adi verilmektedir ve yapilan ¢alismalarda yaklasik olarak 100

farkli onkogen kesfedilmistir (139).

Nommal Mutasvon ile
hiicre anormal hiicre
cogalmasi
Timérnin kan dolagm Tiim&rin kan dolasm sistemi ile
sisteminden beslenmesi diger organlara hiicum etmesi

Sekil 2.10. Kanser olusumunun sematik olarak gosterilmesi

2.3.1. Kanser Tedavisinde fla¢ Tasiyic1 Sistem Olarak Nanopartikiiller

Bilindigi iizere, nanopartikiillerden etkin maddenin kontrollii salimu,
formiilasyon parametreleri ile saglanabilir. Bu amacla kullanilan polimer veya
makromolekiil tipi, hazirlama ve yiikleme teknigi, ilacin partikiil yiizeyine adsorbe
olma durumu, ilacin matrikste hapsolmasi veya ¢oziinmesi, ilacin makromolekiiler
yapiyla komplekslesmesi gibi parametreler dikkate almarak formiilasyonlar

gelistirilmektedir (139).

Kanser tedavisinde son yillarda ilag tasinmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (17,
138,140). Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore kemoterapdtik maddelerin etkisine
kars1 daha duyarhdir. ilaglar, hiicrelere kars1 segici degildir ve bu nedenle normal

dokularda da hasarlara yol acabilmektedir. Kemoterapdtik etkin maddelerin normal
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hiicrelerdeki toksisitesi doza bagli olarak engellenebilmektedir. Son zamanlarda
spesifik hedefleme yapabilecek tasiyici sistem yaklasimlar1 ile kanser hiicreleri
normal hiicrelere gore daha spesifik olarak etkilenmektir (139). Genellikle,
nanopartikiiller ile ilag tasinmasi aktif ya da pasif hedeflendirme ile yapilmaktadir.
Pasif hedeflendirme; tiimor kapillerinde sizintidan tiim6r interstisyumuna
nanopartikiil gecisi, pasif diflizyon veya konveksiyon ile olusurken, aktif
hedeflendirmede, molekiiler diizeyde taninma saglanarak istenen bir bolgeye ilag
tasinmas1  gergeklestirilmektedir Timore spesifik hedeflendirme amaciyla;
transferrin, antikorlar, folik asit, 1stya hassas polimerler, pH’ya hassas polimerler

siklikla kullanilmaktadir (139).

Etkin ila¢ formiilasyonunun gelistirilmesi acisindan kanser tedavisinin

zorluklar1 su sekilde siralanabilir (138, 139):

e Etkin maddeye ait toksisite ve ciddi yan etkiler
o Formiilasyon faktorleri
= (Coziciiler (6rn. Cremophor)
o Antikanser ilaclarin farmakokinetik degiskenlikleri
= Tedavide aralikli rejimler ve gerileme donemleri
= Secici olmayan sitotoksisite

* Genis dagilma hacminin sebep oldugu kanser hiicrelerinin

yanisira normal hiicrelere de sitotoksisite
e Kemoterapinin etkin olmamasi
o llag dzellikleri
= Stabilite sorunlar1 (6rn. Kamptotesin)
= Suda ¢6ziiniirlik sorunlar1 (6rn. Paklitaksel)
e Ilac direnci
o Fizyolojik bariyerlerden dolay1

=  Timor bolgesinde zayif damarlanma
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=  Asidik mikro ¢evre (microenvironment)
= Yiiksek interstisyel basing ve diisiik mikrovaskiiler basing
o Hiicresel mekanizmalar
= Spesifik enzim sistemlerinin degisen etkinlikleri
= Degisen hiicre dongiisii/apoptosis diizenlemesi
= Degisen transport mekanizmalari
o  “P-gp efflux” sistemi
e Antikanser ilaglarin oral veriliginin olmamast

o Diistik oral biyoyararlanim

Kanser tedavisinde, nanopartikiiler sistemler ile ilaglarmn kanser hiicrelerine
kars1 olan segiciliklerini artirmak, dolayisiyla ciddi yan etkileri ve normal dokulara
olan toksisiteyi azaltmak, hiicresel ve hiicresel olmayan diren¢ mekanizmalarini

yenebilmek gibi stratejiler benimsenmektedir (141 - 143).

Kanser tedavisinde kullanilan nanopartikiillerde partikiil biiytikliigii 6nem
tagimaktadir. Dolagimdaki nanopartikiiller karaciger, akciger, dalak ve kemik
iliginden olusan retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan hizla taninip
uzaklastirilmaktadir. Bu dokulara 1ilag hedeflendirilmesinin yapilmayacagi
durumlarda RES’den kagabilmek i¢in nanopartikiillerin ylizeyi modifiye edilmelidir.
Hepatik metastaz ya da primer hepatokarsinoma gibi durumlarda ise
nanopartikiillerin bu sistem tarafindan alinmasi istenmektedir. Bu amagla, ylizey
modifikasyonuna bir Ornek pegilasyon islemidir. Bu teknolojiyle makrofajlar

tarafindan fark edilmeyen “stealth” partikiiller hazirlanabilmektedir (144,145).

Artan gecirgenlik ve tutulma etkisi (EPR-Enhanced Permeation and
Retention) enjekte edilen partikiillerin tiimdriin sizdirgan damar yapis1 dolayisiyla
artan permeasyonu ve lenfatik klirensin yetersizligi sebebi ile partikiillerin artan
tutulmasidir. EPR etkisi, etkin maddenin plazma ve diger saglikli dokulardan ¢ok

kanserli dokulara ulagsmasmi saglamaktadir (17). Kanser tedavisinde, tiimére EPR
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etkisiyle, RES alimindan kacisla, tiimore 6zgli olarak, pH’ya ve 1siya bagiml

hedeflendirilmis nanopartikiiller gelistirilebilmektedir (Sekil 2.11).

EPR etkisi ile hedeflendirme, genellikle RES organlarindaki tiimorlere
hedeflendirme ile smirhdir, ¢linkii 1.v. uygulama sonrast konvansiyonel
nanopartikiillerin dolasimda kalma siiresi ¢ok kisadir (ortalama yar1 émiir: 3-5 dk).
Sizdirgan tiimor damar yapisindan kanserli dokularda terapdtik olarak etkin ilag

konsantrasyonunu saglamak zordur (17).

Tiimor hiicresi

Sekil 2.11. Dolagimda uzun siire kalabilen nanopartikiillerin, permeabilitesi artmis

damar endotelinden gegerek tiimor interstisyumuna ulagsmasiin sematik gosterimi

Kanser tedavisinde epitel hiicreler arasindaki sikilastirilmig kavsaklar, endotel
vaskiiler gecirgenlik, timor hiicrelerinin artan ozmotik basmer gibi fizyolojik
engellerin asilmast konusunda zorluklarla karsilasilabilmektedir. Tedavinin
basarisinda kanser oncesi ve neoplastik lezyonlarin etkin erken teshisi 6nemlidir,

ayrica, farkli hedeflendirme stratejilerinin etkin sinerjik kullanimi gerekmektedir

(17).

2.3.2. Beyin Tiimérii ve Stereotaksi Yontemi ile Tedavi Uygulamasi

Primer merkezi sinir sistemi tiimorleri 35 yas alt1 kisilerde en sik rastlanan

ikinci timordiir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 2007°de yapilan bir arastirmada
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20.500 yeni beyin timorii vakasina rastlanirken, 12.740 Olim olayr ile
karsilagilmistir. Gliomalar, en sik goriilen primer beyin tiimorlerindendir ve
gliomalarin tedavisinde kan beyin engelinden dolay1 cerrahi islemlerin yapildigi

dogrudan tedavi yaklasimlar1 kullanilmaktadir (146).

Merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisindeki en 6nemli problem, etkin
maddelerin beyine gegislerinin sinirlt olmasidir. Bu sinirli gegisin nedeni ise beyin
kapiller endoteli tarafindan olusturulan kan beyin engelidir. Kan beyin engelinden
ilag gecisini modifiye eden yontemler cerrahi (norosirurjik), farmakolojik ve
fizyolojik olmak {izere ili¢ gruba ayrilabilir. Cerrahi yontemlerde intraventrikiiler
inflizyon yapilabilecegi gibi stereotaksi yontemi kullanilabilir veya kan beyin
engelinin modifikasyonu gerceklestirilebilir. Farmakolojik yontemlerde lipidizasyon
yani 0n-ilag¢ tasarimu ile ilacin lipofilikliginin artirilmasi saglanabilir ya da lipozomal
ilac tasiyict sistemler kullanilir. Fizyolojik yontemlerde ise katyonizasyon ve simerik

peptitler kullanilmaktadir (147).

Stereotaksi yontemi, ya da diger adiyla konveksiyonla tyilestirilmis ilag
tasima yontemi, kan beyin engelini gecemeyen ilaglarin tasinmasi amaciyla
Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (US National Institutes of Health-NIH) tarafindan
1990’larin basinda tavsiye edilmistir (Sekil 2. 12). Bu teknik ile kan beyin engeli
fiziksel olarak ortadan kaldirildigi i¢in etkin maddelerin inflizyon bolgesinde yiliksek
konsantrasyonda bulunmasi saglanmakta ve sistemik toksisite de azaltilmig
olmaktadir. Bu sayede, etki bolgesindeki ila¢ konsantrasyonu sistemik uygulamaya
gore Onemli Olglide artirilmaktadir. Stereotaksi teknigi ile beyinin fonksiyonel
alanlarina, ¢evre dokularina zarar vermeden nanopartikiil siispansiyonu implante
edilebilmektedir. Bu teknik ile implantlarin acik cerrahi ile zahmetli bir sekilde

yerlestirilmesinden ka¢inilmis olunmaktadir.
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Infiizvon pompast

Stereotalosi
matervali

Sekil 2.12. Stereotaksi yontemi ile beyin tiimorlerinin tedavi edilmesinin sematik

gosterilmesi

Stereotaksi yontemi, beyin dokularmna ilag taginmasinda tedavi amaciyla
kullanilacak olan sivi dozaj seklinin pozitif basing altinda siirekli injeksiyonu ile
gergeklestirilmekte ve etkin madde, kateter araciligiyla sirmga pompasi tarafindan
sirekli olarak verilmektedir. Bu teknikte, difiizyon ve konveksiyon ayni anda
meydana gelmektedir. Konveksiyon veya kiitle akist kullanilan bu teknikte
stereotaktik injeksiyon ile lokal intraserebral tasinma gerceklestirilmektedir (Sekil 2.
13). Stereotaksi, beyin i¢indeki ii¢ boyutlu konumlanmay1 gosteren bir tekniktir.
Stereotaksi, derinde konumlanmis tiimorlere prob, sonda veya yiiksek enerjili iyonize
radyasyon 1s1n1 ile ulasmada kullanilmaktadir. Etkin maddelerin beyine tasinmasinda
partikiil biiyiikligii kritik parametre oldugundan dolay1 lipozomlar, nanopartikiiller,

dendrimerler ve polimerik miseller bu yontem ile beyine enjekte edilmektedir (145).
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Sekil 2.13. Stereotaksi yonteminin sematik gosterimi (A: Hedef bdlgenin spesifik
koordinatlarla belirlenmesi ve kateterin yerlestirilmesi, B: Difiizyon, C:

Konveksiyon) (145)

2.4. Hiicre Kiiltiirii Cahismalan

2.4.1. Tanimi ve Kullanim Alanlar

Hiicre kiiltiirii, spontan migrasyon, mekanik veya enzimatik parcalanma ile
bir dokudan ayrilmis olan hiicrelerin tretilmesidir. Hiicre kiiltiiri gliniimiizde,

hayvan deneylerinin yerine alternatif yontem olarak kullanilmaktadir (182).

Glinlimiizde hiicre kiiltiirii caligmalari, ¢cok cesitli alanlarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu kullanim alanlar1 viral asilar ve viral teshis amagli kullanim;
monoklonal antikorlar 1ile antikor iretimi; interferonlarin, interlokinlerin,
hormonlarin ve biliyiime faktorlerinin {iretimi; enzim {iiretimi; somatik gen tedavisi;
timOr asilarin Uretimi; canli hiicrelerin “grafting” amacli kullanimi; kompleks {i¢
boyutlu dokular (yapay deri, kikirdak, karaciger, pankreas) olarak siralanabilir
(183,185).
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Hiicre kiiltiir ortaminda, canli ortama gore fizikokimyasal kosullar (pH,
sicaklik, ozmotik basing, O, ve CO, gibi kismi basinglar) daha iyi kontrol edilmekte
ve homojenitesinin kontrolii saglanabilmektedir. Doku 6rnekleri heterojendir, ancak
bir veya iki pasaj sonrast homojen hale getirilebilmektedir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmas1
yapilarak hayvan deneylerinde karsilasilan yasal, ahlaki ve etik problemler
giderilmektedir. Ekonomik bir ydntemdir. In vivo sartlarda verilen maddenin % 90’1
atilim veya dokulara dagilim nedeni ile kayip edilmekte iken, hiicre kiiltiiriinde bu

madde hiicreler tarafindan dogrudan alindig1 i¢in daha az miktarda kullanilmaktadir.

Bu iistiinliiklerinin yani sira sakincalar1 ise sdyle siralanabilir: Hiicre kiiltiirii
calismalar1 deneyim gerektirmektedir ve bu calismalar aseptik sartlar altinda
gerceklestirilmelidir. Uzun zaman alan ¢alismalardir. Hiicre kiiltliriinde smirlayict
faktor, nispeten kiigiik dokularin {iretiminde kullanilan materyal ve harcanan emektir.
Kiiltiirde tiretilen hiicrelerin maliyeti kullanilan dokunun yaklasik olarak on katidir.
Cogu hiicre dizisinin stabil olmayan anoploid kromozomal bilesiminden kaynaklanan

stabilite problemleri s6z konusudur (182, 186).

2.4.2. Hiicre Yasayabilirliginin Olciilmesi

In vivo ortamda dokudaki ve in vitro ortamda kiiltiir kabindaki total hiicre
sayisi, hiicre biiylime ve hiicre 6liim hizi arasinda bir dengedir. Hiicre canlilik

oranlarinin tespitinde kullanilan yontemler:

1. Boyama,
2. Metabolik aktivite tayini,
3. Kirilma indeksi incelemesi

seklinde 6zetlenebilir (183, 184, 186-188).

Hiicre  yasayabilirligini  tayin  etmek i¢in  farkli  tekniklerden
faydalanilmaktadir. Yasayan ve yagamayan hiicrelerin kantitatif 6l¢timii icin boyama
yontemi kullanilir. Bu yontemde mikroskopik sayim odasi “haemocytometer” ve
tripan mavisi kullamilir. Bu yOntem basit, ucuz bir yontemdir. Ayrica hiicre

siispansiyonunun ¢ok az bir kismi ile gergeklestirilebilir. Eger hiicreler tripan
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mavisini alirlarsa hiicre zar1 biitiinliigliniin bozuldugu ve hiicrelerin canli olmadig:

tespit edilir.

Canliligin kayb1 laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesi yOntemi ile
belirlenebilir. Bu yontemde LDH o6li hiicreler tarafindan ortama salinir ve bu

spektrofotometrik olarak tayin edilir (189).

Yasayan hiicreleri tesbit etmek i¢in metabolik aktivite tayininden yararlanilir.
Bu amacla noétral kirmizi, MTT [3(4,5-dimetiltiyazol-2il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir] ve MTS  [3(4,5-dimetiltiyazol-2il)-5-(3-karboksimetoksifenil)2-(4-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum,tuzu] kullanilmaktadir (190, 191).

MTT ve MTS tayini, cogalma ve sitotoksisite ¢alismalarinda yasayan hiicre
sayisin1 tespit etmek i¢in kullanilan, enzim aktivitesine dayanan kolorimetrik bir

yontemdir (189).

MTT, yasayan hiicrelerin metabolik olarak aktif mitokondrilerinde bulunan
dehidrojenazlar (NADH, NADPH) tarafindan katalizlenen bir reaksiyon sonucu
formazan bilesigine doniismektedir. Formazan olusumu canli hiicre sayis1 ile dogru
orantilidir. Boylece hiicre aktivasyonu, hiicresel biiylime ve yasam ol¢iilebilmektedir

(190,192).

MTS yeni bir tetrazolyum bilesigi olarak ile ayni prensibe sahiptir. Ancak
MTS formazon iiriinii doku kiiltiir ortaminda ¢6ziinmektedir. Dolayis1 ile bu yontem

MTT deki yontemden daha az basamak igermektedir.

2.5. Kamptotesin

Kamptotesin (CPT), 1950°li yillarda, Cin’in gilineydogusunda yetisen
Camptotheca acuminata, Nyssaceae agacindan izole edilmis ve pentasiklik bir
halkas1 olan indol alkaloididir (Sekil 2.14). Alkali ile muamelede yap1, agik lakton
sodyum tuzuna agilmaktadir. Asidifikasyonda, suda ¢ok ¢oziinen sodyum tuzu hizla
lakton formuna doniismektedir. Kamptotesin suda ve organik bilesiklerin ¢ogunda
coziinmezken  dimetilsiilfoksitte,  metilenkloriirmetanol  (1:1)  karigiminda

coziinmektedir. Bu nedenle, ¢ogu biyogecimli coziiciilerle kamptotesinin oral,
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intravendz ve intramuskular yollarla viicuda tasinmasi zordur. Molekiil agirhg:
345,11 g/mol ve kapali formiilii Cy0H6N,O4’dir. Erime derecesi 264-267°C’dir. UV
15181 altinda siddetli mavi floresan vermektedir (148, 149).

Lakton halkas:

20C

Sekil 2.14. Kamptotesinin agik formiilii

2.5.1. Miktar Tayini

Kamptotesinin miktar tayini yiiksek basingli sivi kromotografisi (HPLC),
yiiksek basingli ince tabaka kromotografisi (HPTLC) ve spektrofotometrik olarak
yapilabilmektedir (150).

2.5.2. Stabilitesi

Kamptotesinin yapisindaki 20S kiral karbonun aktivite i¢in 6nemli oldugu
gosterilmistir. Kamptotesinin biyolojik aktivitesinde lakton halkast dnemli bir rol
oynamaktadir. Kapali halka laktonu ve acik halka karboksilik asit formu arasinda
dinamik bir dengenin oldugu gosterilmistir (Sekil 2.15). Kamptotesin pH’ya bagiml
olarak iki formda bulunmaktadir. Aktif lakton formu pH 5’in altinda ve inaktif
karboksilat formu bazik veya fizyolojik notral pH’da bulunmaktadir. In vivo timér
modellerinde de kamptotesinin karboksilat formu, lakton formundan daha az etkili ve
erken klinik calismalarda daha toksik bulunmustur. Kamptotesinin laktonu insan

plazmasinda hizla ve tamamen karboksilat formuna ac¢ilmaktadir (151, 152).
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Lakton formu, hiicre membranindan kolaylikla diflize olarak topoizomeraz I
inhibitor aktivitesi gostermektedir. Lakton formunun, sudaki zayif ¢oziiniirliigii ve
biyolojik pH’daki instabilitesi; karboksilat formunun, diisiik biyolojik aktivitesi ve
yol actig1 toksisite aktif formun taginmasini olduk¢a zorlastirmaktadir (153, 154).

Lakton formu Karboksilat formu
Aktif Inaktif

Sekil 2.15. Kamptotesinin lakton ve karboksilat formlarinin sematik gdsterimi

2.5.3. Farmakolojik Ozellikleri

Kamptotesin, hiicresel DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda gorev alan
niiklear enzim Topoizomeraz I’e spesifik olarak baglanarak etki gosteren yeni sinif
antitimor molekiillerden birisidir. Hiicre siklusunu G2 fazda durdurarak ve hiicre
Olimiine neden olarak etki gostermektedir (Sekil 2.16). DNA Topoizomeraz I
enziminin inhibisyonu, yavas gelisen tiimor tiplerinde terapotik etkinlik

gostermektedir (155-157).
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DNA
replikasyonn
G1FAZI GIFAZI

protein bélimme 15
sEmtezl haritlik; /
MFEAZI
G0 FAZI ‘

. 3 mitoz
Bolinmeyen hicre

Sekil 2.16. Hiicre siklusunun sematik gosterimi

Kamptotesin kolon, gbgilis, ovaryum, akciger kanseri gibi genis kanser
spektrumunda etkin olan etkili bir antikanser maddedir. in vitro kosullarda antitimor
aktivitesinin saptanmasina ragmen, in vivo kullaniminda sorunlarla karsilagilmistir.
[lacin ¢dziiniirliigiiniin az olmasi klinik gelisimine ciddi bir engel olusturmaktadir
(158). Kamptotesinin antitimor etkinligi yaninda, HIV-kaynakli tlimorlerde
(Kaposi’s sarcoma) antiviral etkinligi de klinik olarak c¢alisiimaktadr (159).
Parasidik infeksiyonlarda leishmaniasis’e kars1 etkisi, kamptotesin enkapsiile edilmis
lipozomlar ile calisilmistir. Karaciger ve dalaktaki makrofajlarin lipozomlar: aldigi,
bu sekilde ilacin bu bdlgede toplanabildigi gosterilmistir (160). Romatoid artritte
kamptotesin ile hazirlanmis sterik stabilize miseler (SSM) tasiyict sistemler

kullanilmastir (161).

Kamptotesinin antitiimor aktivitesi CA-755 (Adenokarsinoma 755) deneyi ile
gosterilmistir.  Bu calismada, farelerde L1210 16koma hiicreleriyle tiimor
olusturulmus, yasam siiresi ve tiimor biiylimesi inhibisyonu Olciilerek ilacin

antikanser etkinligi degerlendirilmistir (148).

Kamptotesinin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu hizlidir. Kamptotesin
ve analoglarmin plazma konsantrasyonu-zaman egrisi 2 veya 3 kompartmanli modele
uymaktadir. Lakton formundaki kamptotesinin farmakokinetik 6zellikleri,

karboksilat formundan farklidir (157).
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2.5.4. Kamptotesinin Etki Mekanizmasi

Kamptotesin analoglari, DNA topoizomeraz I’1 geri doniistimlii inhibe eden
antikanser ajanlardir (162). 1970’11 yillarda kamptotesinin klinik ¢aligmalarina kemik
iligine toksik etkisi (myelosupresyon), diyare, kanamali mesane hastaligi (hemorajik
sistitis) gibi yan etkilerinden dolayr ara verilmistir. 1980’11 yillarda Topoizomeraz
I’in  bulunmasiyla tekrar ©Onem kazanmistir. Kamptotesin, ilk kesfedilen
Topoizomeraz [ inhibitoriidir. DNA topoizomerazlar, DNA’daki yapisal
degisiklikleri diizenleyen (DNA replikasyonu ve transkripsiyonu) en Onemli
enzimlerdir. Tip 1 DNA topoizomeraz, DNA’nin bir zincirinde gecici kirilmalara
neden olurken, tip 2 DNA topoizomeraz ¢ift zincirin gecici kirilmasinda rol

almaktadir (163-166).

Topoizomeraz  enzimleri, Okaryot hiicrelerde hiicre c¢ekirdeginde
bulunmaktadirlar. DNA sarmalinda gecici kirilmalar meydana getirerek,
makromolekiiler sentezler boyunca DNA’nin topolojisini kontrol ve modifiye
etmektedirler. Transkripsiyon, mitoz boliinme, replikasyon, kromozomlarin
ayrilmasi/birlesmesi gibi hiicre yasami boyunca son derece Onemli olan

fonksiyonlarda rol almaktadirlar (153).

Kamptotesin, memelilerde DNA ve RNA sentezini inhibe ederek sitotoksisite
gostermektedir (Sekil 2.17). RNA sentez inhibisyonu, RNA zincirlerinin kisa
kalmasmna ve hizla geri doniisimlii ila¢ uzaklastirmasina neden olmaktadir. DNA
sentezinin 1inhibisyonu ise sadece kismi geri donilisimlii ilag uzaklastirmasi
saglamaktadir. Kamptotesinin énemli bir etkisi, kiiltiir ortaminda DNA’y1 hizla ve
geri donilisimli olarak pargalara ayirmasidir. Bu topoizomeraz I - DNA bagmin
stabilitesinin saglanmasi, DNA par¢alarinin olusturulmasi ile saglanmaktadir.
Kamptotesin, DNA topoizomerazin kirilma-yeniden birlesme reaksiyonunda yeniden

birlesme basamagini bloke etmektedir (148).

Antikanser ilaglara rezistans ¢ok farkli sekillerde gelisebilir. Bunlardan en
onemlisi P-glukoproteine karsi gelisen tiiriidiir. Ancak, kamptotesine karsi uzun
donem kullanimla gelisen boyle bir durum s6z konusu olmazken, Topoizomeraz I

seviyesinin azalmasi ile rezistans olugmaktadir.
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Kamptotesin ve tiirevleri diger kemoterapotik ajanlarla ve diger terapotik
sekillerle kombine halde kullanilmaktadirlar. Klinik oncesi ¢alismalarla radyasyon
veya hipertermi gibi ajanlarla kullanildig1 zaman sinerjik antitiimor etki gosterdigi
saptanmistir. Topoizomeraz I’in DNA onarimina katiliminda kamptotesin radyasyon
duyarlastiric olarak rol almaktadir. In vitro olarak, kamptotesinin radyasyon nedenli

sitotoksisiteyi artirdig1 gosterilmistir (153).

Topoizomeraz 1

Siipersarmal DNA

Tek zincire
baglamr

Sekil 2.17. Kamptotesinin etki mekanizmasi (153)

2.5.5. Kamptotesin icin Alternatif Formiilasyon Yaklasimlari

Kamptotesin i¢in, farmasotik dozaj sekli agisindan yeni ve etkin
formiilasyonlar arastirilmaktadir. Bu amagla, hedef organla yiiksek oranda etkilesme
saglayabilecek, kamptotesinin kimyasal stabilitesini artirabilecek dogal/sentetik

hedeflendirici molekiillerle ilag tastyict sistemler hazirlanmistir (167).

Lakton formunun sudaki zayif ¢oziiniirligili, biyolojik pH’daki instabilitesi,
karboksilat formunun diisiik biyolojik aktivitesi ve yol agtig1 toksisite, aktif formun
tasinmasini  olduk¢a zorlastirmaktadir. Bu lakton formunun fizikokimyasal
ozelliklerinden kaynaklanan problemlerin ¢6ziimii i¢in, farmasotik dozaj formu
acisindan yeni formiilasyonlar gelistirilmelidir.  Literatiirde, kamptotesinin

poli(laktid-ko-glikolid) mikrokiire, poli(etilen glikol)-poli(e-kaprolakton-ko-laktid)
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nanopartikiil, solid lipid nanopartikiil, lipozom, mikroemiilsiyon, nanokristal
siispansiyon, miseller ¢ozelti formlarma iligkin pek ¢cok calisma goriilmektedir (167-

180).

2.5.6. Kamptotesin Tiirevleri

Kamptotesinin  irinotekan, topotekan, 9-amino kamptotesin, 9-nitro
kamptotesin gibi tiirevleri hazirlanarak aktivitenin ve stabilitenin artirilmasi

amaclanmistir. Bu tiirevlere iligskin bilgiler asagida kisaca 6zetlenmistir.
2.5.6.1. irinotekan (CPT-11)

Suda c¢oziinen kamptotesin tlirevidir. Karacigerde karboksilesteraz ve/veya
biitirilkolinesteraz ile SN-38’e doniisen bir 6n ilagtir. SN-38, CPT-11"e kiyasla 1000
kat daha aktiftir ve plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanmaktadir. CPT-11"in
ve SN-38’in yarilanma Omiirleri uzundur (7,9-14,2; 13-13.8 sa). CPT-11 lineer
farmakokinetik 06zellik gostermektedir. Farmakokinetik 0Ozellikleri degiskenlik
gosterdiginden farkli dozlama rejimleri uygulanmaktadir. Uygulanan CPT-11’in %

34°1, SN-38’in % 45-64’1 aktif lakton halinde bulunmaktadir (154).
2.5.6.2. Topotekan

Suda ¢6ziinen yarisentetik kamptotesin tiirevidir. 9 pozisyonundan yan zincir
eklenmesi ile elde edilmistir. Plazma 6mrii en kisa olan tiirevdir. Bu nedenle ilag
uygulama sikhig1 artirilmistir. 1.5 mg/m?*/giin dozda 30 dk x 5 giin, 3 haftada 1
uygulanmaktadir. Oral biyoyararlaninmi % 32-44’diir. Oral uygulamanin ardindan
hizla absorplanmakta ve 0.6-0.78 saatte plazma pik konsantrasyonuna ulagsmaktadir.

Kemik iligine toksik etkisi dozla orantili olarak gelismektedir (154).
2.5.6.3. 9-Amino Kamptotesin (9-AC)

Kanamali mesane hastaligina neden olmayan sentetik tiirevdir. Diger
tiirevlerin aksine suda ¢Ozlniirliigiiniin az olmas1 klinik gelisimine zarar vermistir.

Stabilitesi diger kamptotesinlerden daha azdir. Lewis akciger karsinomada ve B16
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melanomalarda  kamptotesinden daha  aktif bulunmustur. Sisplatin ile

kombinasyonunda sinerjik etki gostermistir (154).
2.5.6.4. 9-Nitro Kamptotesin (9-NC)

9-AC’in On ilacidir ve daha stabil tiirevdir. Oral kullanilmaktadir. Suda
¢oziinmemektedir. Uretimi kolaydir. 5 giin kullanilip, 2 giin ara verilerek klinik
calismalarda denenmistir. Pankreas, ovaryum, meme kanserlerinde kullanilmaktadir.

Kemik iligine toksik etkisi, kanamali mesane hastalig1 gibi yan etkileri vardir (154).

2.5.7. Ticari Preparatlarn

Bu bolimde, kamptotesinin ticari preparatlari Camptosar”, Hycamtin®

hakkinda kisaca bilgi verilecektir.
2.5.7.1. Camptosar”®

FDA onayl: irinotekan HCI injeksiyonluk preparatidir. 5-FU veya 16kovorin
ile kombine halde kolon veya rektum karsinomasinda kullanilmaktadir. 40 mg/2 mL,
100 mg/5 mL ticari formlar1 mevcuttur. 1 mL’de 20 mg irinotekan HCI, 45 mg
sorbitol, 0.9 mg laktik asit, pH 3.5 (NaOH/HCI) icermektedir. Tercihen % 5 dekstroz
(250-500 mL) veya % 0.9 NacCl ile diliie edilerek uygulanmaktadir (181).

2.5.7.2. Hycamtin®

FDA onayli topotekan HCI injeksiyonluk preparatidir. Ovaryum
karsinomasinda ve kiiciik hiicreli akciger kanserinde kullanilmaktadir. 4 mg
topotekan baza ekivalan miktarda HCl tuzu bulunmaktadir. 48 mg mannitol, 20 mg
tartarik asit, pH 2.5-3.5 (NaOH/HCI) igermektedir. 4 mg vial 4 mL injeksiyonluk su
ile rekonstitiiye edildikten sonra % 5 dekstroz veya % 0.9 NaCl ile uygulanmaktadir
(181).
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2.5.8. Kamptotesin Siibstitiisyonlar

C7, C9, C10 stibstitiisyonlar1 topoizomeraz | inhibisyonunu ve ¢oziiniirligii,
C12 siibstitiisyonu antitiimor aktiviteyi, yine C7-C9 ve C10-C11 arasindaki halka

siibstitiisyonlar1 da aktiviteyi artirmstir.

Kamptotesin  analoglarinin  sentezi  swrasinda  yapi-aktivite iligkileri
aydmlatilmistir. Yapi-aktivite iligkileri Sekil 2.18’de de ayrintili olarak gosterilmistir
(164):

(1) Topoizomeraz [ inhibitor aktivitesi stereospesifiktir. S isomeri, R
isomerden ¢ok daha fazla etkilidir.

(11) Genel olarak C7, C9 ve Cl10’a yapilan siibstitiisyolar topoizomeraz I
inhibisyonunu ve bazen sudaki ¢Ozlnirligli artirmaktadir. C12’deki
stibstitlisyonlar ise antitiimor aktiviteyi azaltmaktadir.

() C7-C9 veya CIl10-Cl1 arasindaki halka yapilarmmn olusturulmasi
aktiviteyi artirmaktadir.

(iv)  E-halkasinda lakton halkasinin bulunmasi bu kimyasal yapi i¢in ¢ok
onemlidir. Bu halka sadece antitiimor aktiviteden sorumlu degil, ayni

zamanda bu yapinin stabilitesinin diisiik olmasindan sorumludur.

e
aktivitevi diizeltir

siibstitisyonlar

aktivitevi artinr

hideoksi/metoksi TR
aktiviteyi artirir;
biiilk sibstisientler

aktivitevi azalnr

|
belirli gruplar
aktivitevi diizeltir

—— —

/ / e — =
{ piridon halkasi
akrivite icin
0 inemli
| rm————

>
—
£
[ T [ | oksijen
| m(merilendisks) | Ry : | gereh
aktiviteyi artirr Y | 0
/ e
m ) | Stsanlar H.CHC i T Ta—
5 siihstitiistonlan aktiviteyi azaltir 3 2 OH 0 laktonn kararly
. aktivitevi aroirir kalar
‘ Y -
: |
| Risomer /
P A i ==
inaktif

lakton gerekli |

Sekil 2.18. Kamptotesinin yap1 aktivite iliskisi (164)
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3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

20-S-Kamptotesin
B-CDC6 (MA: 2506 g/mol)

6-O-Capro-B-CD (MA: 1820 g/mol)

(2-Hydroksipropil)-B-siklodekstrin (MA:
1396 g/mol)

Poly-e-kaprolakton (MA: 14.000 Da)
Poli(laktid-ko-glikolid) (50:50) (MA:
40.000-75.000 Da)

Pluronik F68

Aseton

Absolii alkol

Tween 80

Glasiyel asetik asit
Asetonitril

Hidroklorik asit

Potasyum dihidrojen fosfat
Disodyum hidrojen fosfat
Sodyum hidroksit
Hidroklorik asit

Sodyum kloriir

Potasyum kloriir

Dimetil sulfoksit

Sigma Aldrich (St. Louis — ABD)

Paris Sud Universitesi'nde sentezlendi
(121) (Farmasotik saflikta)

Hacettepe Universitesi’nde sentezlendi
(118) (Farmasotik saflikta)

Sigma Aldrich (St. Louis — ABD)

Sigma Aldrich (St. Louis — ABD)
Sigma Aldrich (St. Louis — ABD)

ICI Surfactants (Clamart — Fransa)
Riedel-de Haen (Seelze — Almanya)
Grup Deltalar (Ankara — Turkey)
Merck-Schuchardt  (Hohenbrunn —
Almanya)

Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

Carlo Erba (Italya)



Trietilamin asetat
Metiltiyazoliltetrazolyum (MTT)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
N,N-Dimetil formamid (DMF)

% 0,02-0,05 Tripsin/EDTA ¢o6zeltisi
Kiltiir flasklar1 (25 cm?)

Doku kiiltiir plagi (96 kuyulu)

Diyaliz membram

Ultra saf su

Ketamin

Ksilazin

Biyolojik Materyal
Kiiltiir ortamu (L-929 fibroblast hiicreleri):

L-glutamin, 100 {inite/mL Penisilin G ve

Fischer F344 disi sicanlar

Sican gliosarkoma 9L hiicreleri

1929 fare fibroblast hiicre hatti

MCF-7 insan meme karsinoma hiicre hatti
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Fluka (Almanya)

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Biochrom AG (Almanya)

Greiner Bio-One (Almanya)

Costar Corp. (ABD)

Spectra/Por Cellulose Ester Membrane
(MWCO: 100,000 Da, Spectrum Labs,
Rancho Dominguez — ABD)

Milipore Simplicity 185 (Fransa)
Clorketam®, Vetoquinol, Lure,

(Fransa)

Rompun®, Bayer, Puteaux (Fransa)

RPMI 1640 (%10 fetal sigir serumu, 2
mM

100 pug/mL streptomisin ile
desteklenmis, Sigma (ABD)
Charles River Laboratuvarlari,

L’arbresle (Fransa)

European Collection of Cell Culture
(Salisbury — Ingiltere, N°94110705)
ATTC (American Type Tissue Cell
Culture Collection — ABD)

ATTC (American Type Tissue Cell
Culture Collection — ABD)



3.1.2. Kullanilan Aletler

Cok noktali manyetik karigtirict

Hassas terazi

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)
Fourier transform infrared spektrometre
(FT-IR)

Liyofilizator

Malvern zetasizer

Manyetik karistirict

pH metre

Rotavapor

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM)
Termostath yatay ¢alkalayici
Ultrasantrifiij

Ultrasonik banyo

Ultraviyole spektrofotometre

Ultra saf su cihazi

Deiyonize su cihazi

Q-Scope 350 multimode atomik kuvvet
mikroskobu (Atomic Force Microscope-
AFM)

Hiicre sayim cihazi

Mikropipet
Etiiv (% 5 CO; igeren) heraeus CO;
Laminar hava akiml kiiltiir kabini
Yiiksek basingli sivi kromatografisi
sistemi (HP Agilent 1100 Series)

e Autosampler (Agilent 1100 Series)
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Variomag Multipoint HP (Almanya)
Sartorius BP 121S (Almanya)
Mettler-Toledo (Fransa)

JASCO 420 (Japonya)

Heto Power Dry PL 3000 (Danimarka)
Zetasizer Nano Series (Ingiltere)
Heidolph (Almanya)

Metrohm Herisou pH Metre E 520 —
(Isvigre)

Buchi, R-3000 (Isvigre)

Jeol SEM-ASID 10 (Japonya)

Niive (Tirkiye)

Hermle Z323K (Almanya)

Branson B 220 Smith Kline (ABD)
Schimadzu UV-160 A (Japonya)
Milli-Q Systems, Millipore (ABD)
Nano pure DiamondTM Analytical
Systems, Barnstead/Thermolyne (ABD)
Quesant Instrument (ABD)

Coulter

(ABD)

MaxmTM Flow Cytometer

Gilson (Fransa)

Auto zero (Almanya)

Cyto Baby CB1204 (Danimarka)
Hewlett Packard (ABD)

Hewlett Packard (ABD)



® Floresan dedektor (Agilent 1100
Series)
e Pompa (Agilent 1100 Series)

Kolon

"H NMR Spektrometre

"H NMR Spektrometre (in vivo calismalar
i¢in)

32G igneli (Hamilton™) 10 puL’lik siringa

22G igneli 100 pL’lik Hamilton® siringasi

Stereotaksik deney materyali

Tup

Osmotik pompa
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Hewlett Packard (ABD)

Hewlett Packard (ABD)

Hichrom, Berkshire 5 RP C18 kolon,
250x4.6 mm (Ingiltere)

Varian Mercury 400MHz (ABD)

Bruker Avance DRX 300 (Almanya)

Hamilton® cam sirmga 700 seri RN
(Fransa)

Harvard apareyi, Les Ulis (Fransa)

Lab Standard Stereotaxic, Stoelting
(ABD)
CoexTM PE/PVC tiibli, Harvard

apareyi, Les Ulis (Fransa)
PHD 2,000 infuzyon Harvard apareyi

(Fransa)
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3.1.3. Kamptotesinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi
3.1.3.1. Ultraviyole (UV) Spektrumu

Kamptotesinin dimetilsiilfoksitteki 10 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisinin
UV spektrumu A=200-400 nm araliginda c¢ekilmis ve maksimum absorbansin

gozlendigi dalga boylart (Amax) tespit edilmistir.
3.1.3.2. Diferensiyal Taramah Kalorimetri (DSC) Analizi

DSC analizi Mettler-Toledo model diferansiyel taramali kalorimetre
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ornek, aliiminyum &rnek kabma yerlestirilmis ve
1sitma  hiicresine konmustur. (-50)-(+350)°C sicaklik araliginda, azot atmosferi

altinda, dakikada 10°C sicaklik artirmasi uygulanarak ¢alisma gerceklestirilmistir.
3.1.3.3. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektrumu

FT-IR Spektrumu, JASCO 420 (Japonya) FT-IR spektroskopisi kullanilarak
almmistir. 400-4000 cm™ araligmda % 1 numune igeren potasyum bromiir diski

kullanilarak ¢ekilmistir.
3.1.3.4. "H-NMR Spektroskopisi

Kamptotesine iliskin 'H-NMR spektrumu, DMSO’da ¢dziilerek, Varian
Mercury 400 MHz NMR Spektrometre ile almmistir. Kimyasal kayma referans
degeri olarak tetrametilsilan kullanilarak (8=0,0 ppm) ve ¢0Oziicii sinyalleri
(dimetilsiilfoksit-DMSO 2,5 ppm ve kloroform-CHCl; 7,25 ppm) yardimiyla

kalibrasyon yapilarak spektrumlar alinmistir.
3.1.3.5. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Hazirlanan nanopartikiil 6rnekleri, metal levhalar iizerine iki tarafli yapiskan
bant ile tespit edilmistir. Bu islemin ardindan, 6rnek marka kaplama cihazinda (BIO-
RAD) 100 A° kalinlikta altin ile kaplanmistir. Kaplama islemini takiben 6rnek SEM
(Jeol SEM ASID-10) ile incelenmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir.
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3.1.4. Kamptotesinin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayini

Kamptotesinin miktar tayini ve kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi i¢in 5
mg kamptotesin dimetilsiilfoksitte ¢oziilmiis ve 100 mL’ye tamamlanmistir. 25-250
ng/mL araliginda 6 farkli konsantrasyondaki kamptotesin ¢ozeltileri, 25, 50, 100,
150, 200, 250 ng/mL olmak tlizere PBS (pH 7.4) ile hazirlanmistir. Lakton formunu
elde etmek i¢cin pH 3’e, karboksilat formunu elde etmek i¢in pH 10.5’e ayarlanarak
HPLC’de analizi yapilmistir. Mobil faz olarak sulu trietilamin asetat
tamponu:asetonitril  (73:27) kullanilmistir (150). Kamptotesinin HPLC ile miktar
tayininde kullanilan kromatografik kosullar Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kamptotesinin HPLC ile miktar tayininde kullanilan kromatografik

kosullar
Kolon: Hichrom 5, C18, 25 cm X 4.6 mm
Mobil Faz: Sulu trietilamin asetat tamponu: Asetonitril (73:27)

Enjeksiyon Hacmi: 20 pL

Akis Hizx: 1 mL/dk

Dedektor: Floresans

Dalga Boyu: Eksitasyon: 370 nm, Emisyon: 435 nm
Sicakhik: Oda sicaklig1

3.1.4.1. Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi

Kamptotesinin kalibrasyon dogrusu, dimetilsiilfoksit i¢inde 50 pg/mL
konsantrasyonda  hazirlanan ana  stok  c¢ozeltisinden  hareketle uygun
konsantrasyondaki c¢ozeltiler hazirlanarak elde edilmistir. Hazirlanan cozeltilerin
yiiksek basmgli sivi kromatografisinde (HPLC) analizi yapilmistir. Elde edilen 6
kalibrasyon dogrusu iizerinde, regresyon analizleri ve varyasyon analizleri
gerceklestirilmis, c¢izilen kalibrasyon dogrusunun ve denklemlerinin egimleri
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadigi belirlendikten sonra determinasyon

katsayisi en yiiksek bulunan denklem miktar tayininde kullanilmistir.
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3.1.4.2. Kullanilan Analitik Yontemin Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, kullanilacak olan analitik yontemin dogru,
0zgiin ve tekrarlanabilir oldugunu garanti etmek i¢in uygulanan islemdir. Calismada
kullanilan analitik yOntemin validasyonu i¢in asagida siralanan parametreler

incelenmistir:

e Dogrusallik (linearity)
e Kesinlik (precision)

e Duyarlilik (sensitivity)
e Ozgiinliik (specificity)
e Stabilite (stability)

3.1.4.2.1. Dogrusalhk

Analitik validasyon icin gerekli dogrusallik parametresini gostermek {izere,
50 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ana stok ¢ozeltisinden hareketle seyreltmeler
yapilarak, farkli konsantrasyonlarda kamptotesin iceren 6 adet ¢ozelti hazirlanmistir.
Kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. Farkli glinlerde 6 paralel deney yapilarak

sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
3.1.4.2.2. Kesinlik
. Tekrar Edilebilirlik

Kalibrasyon caligmalarinda hazirlanan ¢ozeltilerden orta konsantrasyon 100
ng/mL secilmis ve bu konsantrasyondaki ¢ozeltinin 6 kez ardi ardina HPLC analizi
yapilmistir. HPLC analizi ile bulunan konsantrasyon degerlerinin ortalamasi, standart
sapmast ve varyasyon katsayis1 hesaplanmistir. Analitik yOntemin tekrar
edilebilirliginin uygunlugunun gosterilmesi i¢cin varyasyon katsayisinin % 2’den

kiigiik olmas1 gerekmektedir.
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. Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik parametresinin degerlendirilmesi amaciyla,
hazirlanan ana stoktan hareketle seyreltme ile hazirlanan 6 adet 100 ng/mL
konsantrasyondaki c¢ozeltilerin HPLC analizi gerg¢eklestirilmistir. HPLC analizi ile
bulunan konsantrasyon degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon
katsayis1  hesaplanmistir.  Analitik  yontemin tekrar elde edilebilirliginin
uygunlugunun gosterilmesi i¢in varyasyon katsayisinin % 2’den kii¢iik olmasi

gerekmektedir.
3.1.4.2.3. Duyarhhk

Analiz yonteminin duyarliliginin belirlenmesine yonelik olarak saptanabilirlik
ve tayin edilebilirlik simnirlart incelenmistir. Saptama siniri, sinyal: giiriiltii oranmin
3:1 oldugu konsantrasyondur. Miktar tayini sinir1 ise, analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir dogruluk ve tekrarlanabilirlikte tayin edilebilecegi en diisiik konsantrasyon

olup bu deger sinyal:giiriiltii oraninin 10:1 oldugu degerdir.
3.1.4.2.4. Ozgiinliik

Analitik yontemin 0zglinliigli i¢in, kamptotesinin yaninda, hazirlanan
nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan yardimct maddelerin ¢ozeltileri
hazirlanmis ve aym sartlarda tek tek HPLC’ye enjekte edilmistir. Bu maddelerin

kamptotesin ile ayni sartlarda pik verip vermedikleri incelenmistir.
3.1.4.2.5. Stabilite

Analiz siiresince etkin maddenin dayanikli kaldigimdan emin olmak i¢in,
stabilite testleri yapilmistir. Kamptotesinin deney siiresince stabil kaldiginin
gosterilmesi amaciyla 100 ng/mL konsantrasyonlarinda ¢dzeltisi hazirlanmistir. Bu
hazirlanan 6rnekler hazirlandiklar: giin ve 7. giin ve 15. gilinlerde HPLC’de analiz

edilmistir.
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3.1.5. Kamptotesinin Hidroliz Kinetiginin Belirlenmesi

Kamptotesinin DMSO iginde 2 mM ¢ozeltisi hazirlanmistir. 20 plL ¢dzelti
iizerine 2000 uL PBS pH 7.4 konulmustur ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 0.,
4., 8. saatlerde ve 1., 2., 5., 7. giinlerde kamptotesin miktar1 HPLC’de analiz
edilmistir. Bu tez caligmasinda, reaksiyona katilan maddelerin birim zamanindaki
degisme hizini gosteren reaksiyon kinetigi hesaplamasi, birinci derece reaksiyonlara
gore yapilmis ve denklemi asagida gosterilmistir:

k;: Hiz sabiti,
2303 [Co] t: Zaman,

t C C,: Baslangig ila¢ konsantrasyonu,
C: t zamanindaki ila¢ konsantrasyonunu

3.1.6. Faz Coziiniirliik Cahismalan

Faz ¢oziiniirliik ¢aligmalarinda; kamptotesin miktar1 sabit tutularak 0, 1, 2, 4,
6, 8, 10, 12, 16 mmol B-CD varliginda ve % 0, 5, 10, 15, 20, 25 HP-B-CD varliginda
¢coOziiniirligline bakilmak {izere inkiibasyona birakilmistir. Bu silispansiyonlar
dengeye ulasana kadar (7 giin) calkalanmistir. Daha sonra 0.22 pm membran

filtreden siiziilerek ¢oziinen aktif kamptotesin miktar1 HPLC’de analiz edilmistir.

3.1.7. Kamptotesin:Dogal Siklodekstrin ve Kamptotesin:Amfifilik -

Siklodekstrin inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanmasi

3.1.7.1. Kamptotesin:Dogal Siklodekstrin Inkliizyon Komplekslerinin

Hazirlanmasi

1:1 molar oranda CPT:HP-B-CD inkliizyon kompleksi, Hedges ve dig. (98)
tarafindan acgiklanan koliyofilizasyon teknigine gore hazirlanmistir. Bu amagla tez
calismalarimizda, 1:1 inkliizyon kompleksinin hazirlanmasi i¢in 7 mg kamptotesin
ve 22.9 mg HP-B-CD 50 mL suda ¢6ziilmiistiir. Sistem, dengeye gelmesi icin 1 hafta
boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirilmis (550 rpm) daha sonra
0.22 pum membran filtreden siiziilerek sulu dispersiyon liyofilize edilmistir.
Liyofilizasyon islemi sonrasinda toz halde elde edilen numune, kullanim anina kadar

+4°C’de saklanmustir.
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3.1.7.2. Kamptotesin: Amfifilik B-Siklodekstrin Inkliizyon

Komplekslerinin Hazirlanmasi

1:1 molar oranda CPT:amfifilik siklodekstrin (B-CDC6 veya 6-O-Capro-3-
CD) inkliizyon kompleksi, su / etanol sistemi i¢ginde Hedges ve dig. (98) tarafindan
aciklanan koliyofilizasyon teknigine gore hazirlanmistr. Bu amagla tez
calismalarimizda, 1:1 inkliizyon kompleksinin hazirlanmasi i¢in 7 mg kamptotesin
ve 36.4 mg 6-O-Capro-B-CD ile 7 mg kamptotesin ve 50.12 mg B-CDC6 20 mL
absolii alkolde ¢Ozlilmiistiir. Hazirlanmis olan ¢ozeltiler iizerine, 40 mL deiyonize su
eklenmistir. Su / etanol sistemi, dengeye gelmesi i¢in bir hafta boyu oda sicakliginda
manyetik karistiricida karistirilmistir (550 rpm). Bir hafta sonunda, organik ¢oziicii
vakum altinda buharlagtirilmis ve sulu dispersiyon liyofilize edilmistir.
Liyofilizasyon islemi sonrasinda toz halde elde edilen numune, kullanim anina kadar

+4°C’de saklanmuastir.
3.1.8. Hazirlanan Komplekslerin Karakterizasyonu
3.1.8.1. Diferansiyal Taramah Kalorimetri (DSC) Analizi

DSC termogramlari, Mettler-Toledo (Fransa) aleti kullanilarak alinmigtir.
Ornekler, aliiminyum 6rnek kaplarma yerlestirilmis ve 1sitma hiicresine konmustur.
(-50)-(+350)°C sicaklik araliginda, azot atmosferi altinda, dakikada 10°C sicaklik

artis1 uygulanarak ¢aligmalar gergeklestirilmistir.
3.1.8.2. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektrumu

FT-IR Spektrumlari, JASCO 420 (Japonya) FT-IR spektroskopisi kullanilarak
almmustr. 4000-400 cm” araliginda potasyum bromiir ile hazirlanan diskleri

kullanilarak ¢ekilmistir.
3.1.8.3. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Hazirlanan 6rnekler, metal levhalar {izerine iki tarafli yapiskan bant ile tespit
edilmistir. Bu islemin ardindan, 6rnekler marka kaplama cihazinda (BIO-RAD) 100
A° kalmlikta altin ile kaplanmistir. Kaplama islemini takiben, dérnekler SEM (Jeol
SEM ASID-10) ile incelenmis ve fotograflar1 ¢cekilmistir.
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3.1.8.4. "H-NMR Spektroskopisi

Kamptotesine, siklodekstrinlere ve hazirlanan inkliizyon komplekslerine
iliskin "H-NMR spektrumlari, DMSO’da ¢oziilerek, Varian Mercury 400 MHz NMR
Spektrometre ile alimmistir. Bu teknik, konuk molekiilin kompleks olusumuna
katilan belirli boliimii hakkinda da bilgi vermektedir. Kompleks olusumu sonucu,
yeni bir cevrede bulunan siklodekstrin kavitesindeki H-3 ve H-5 protonlarinin
piklerinde bir kayma gozlenmektedir. Amfifilik siklodekstrin dis yiizeyinde bulunan
hidrojenler (H-2, H-4, H-6) komplekslesmeden etkilenmezler.

3.1.9. Kamptotesin Yiiklii Siklodekstrin Nanopartikiillerinin

Hazirlanmasi
3.1.9.1. Amfifilik B-Siklodekstrin Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Kamptotesin igeren nanopartikiiller Sekil 3.1°de goriildiigi tizere yiliksek
yiikleme teknigi ile nanopresipitasyon metoduna gore hazirlanmiglardir (110). 1 mg
CPT:6-O-Capro-B-CD veya CPT:B-CDC6 kompleksi tartilmig ve 800 uL absolii
alkolde ¢oziindiiriilmiistiir. Bu ¢ozeltiye kamptotesinin absolii alkoldeki 1 mg/mL
cozeltisinden 200 pL eklenmistir. Bu organik faz, sabit karistirma altinda (500 rpm)
sadece deiyonize sudan olusan 2 mL sulu faz {izerine eklenmistir. Oda sicakliginda
30 dakika karistirildiktan sonra, organik c¢oziicii rotovaporda ugurularak 2 mL

nanopartikiil elde edilmistir.
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]

Organilc faz: -\\-
§-0-CAPRO-B-CD weya B-CDCE (1 mag)
+
§-0-CAPRO-B-CD weya B-CDCE (200 wg/ul
abzold alkoldels pazeltizi)
+

Ahzalin alkol (E00 Pl

/‘

= ,
Magnetik kanstiricida
stirekdi kanstirma
(1/2 saat)

-

Sulu faz:
Detyonize su (2 ml)

[—]

 —

Valum altinda
huharlagtirma

-

{ Manopartitdil dispersivonnm }

(2 ml}

Sekil 3.1. Amfifilik B-siklodekstrin nanopartikiillerinin nanopresipitasyon metoduna

gore hazirlanmasi
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3.1.9.2. Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
3.1.9.2.1. PLGA Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Bu tez kapsaminda, PLGA nanopartikiilleri nanopresipitasyon metoduna gore
hazirlanmiglardir. Bu amagla, 75 mg Pluronik F68 ve 2.5 mg CPT:HP-B-CD
kompleksi tartilmis ve 15 mL ultra saf suda ¢oziindiiriilmis, 75 mg PLGA ise 5 mL
asetonda ¢Oziindiiriilmiistiir. Bu organik faz, sabit karistirma altinda (500 rpm) sulu
faz lizerine eklenmistir. Nanopartikiiller ortamda kendiliginden olusmustur. Oda
sicakliginda 15 dakika karistirildiktan sonra, organik ¢6ziicli rotovaporda ugurularak
nanopartikiiller elde edilmistir, sonug¢ta 15 mL nanopartikiil siispansiyonu

hazirlanmstir.
3.1.9.2.2. PCL Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Tez c¢alismalarimizda, PCL polimeri ile hazirlanan nanopartikiiller,
nanopresipitasyon metoduna gore hazirlanmislardir (Sekil 3.2). Bu amagcla, 75 mg
Pluronik F68 ve 2.5 mg CPT:HP-B-CD kompleksi tartilmis ve 10 mL ultra saf suda,
75 mg PCL ise 5 mL asetonda ¢oziindiirtilmiistiir. Bu organik faz, sabit karistirma
altinda (500 rpm) sulu faz iizerine eklenmis ve nanopartikiiller ortamda
kendiliginden olugsmustur. Oda sicakliginda 15 dakika karistirildiktan sonra, organik
¢Oziicii rotovaporda ucurularak nanopartikiiller elde edilmistir, boylece 10 mL

nanopartikiil siispansiyonu hazirlanmigtir.
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-

Organik faz:
PLGA veya PCL (75 myg)
+

Azeton (5 mL)

= Magnetik kanstmicida
sitreldi karistirma
(15 dk)

Sulu faz:
75 mg Fluronik Fé &
+

25mg CPTHP-B-CD
+
Deryonize su (PLGA pinl s mL, PCL ipin 10 ml)

Valoum altinda
buharlagtirma

]

{ Manopartilail disperstyonu ]

(PLGA iginl 5 mL, PCL igin 10 mL)

Sekil 3.2. Polimerik nanopartikiillerin nanopresipitasyon metoduna gore hazirlanmasi
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3.1.9.3. Hazirlanan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.1.9.3.1. Partikiil Biiyiikliigii Dagilimm

Hazirlanan nanopartikiillerin = partikiil  biiyiikliigi dagilimlari, Brown
hareketlerinin 6l¢iimiine dayanan foton korelasyon spektroskopisi yontemi (173° a1
ve 25° sicaklik) kullanilarak Olciilmiistiir (Malvern Zetasizer nano series, Malvern
Instruments, Ingiltere). Sonuglar, ortalama partikiil biiyiikliigii ve polidispersite

indeksi olarak verilmistir (n=3+£SS).
3.1.9.3.2. Zeta Potansiyel Olciimii

Hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyel Ol¢limleri Malvern Zetasizer
nano series (Malvern Instruments, Ingiltere) aleti ile (12° ag1 ve 25° sicaklik)

gergeklestirilmistir (n=3+SS).
3.1.9.3.3. Yiizey Ozelliklerinin incelenmesi
Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Hazirlanan 6rnekler, metal levhalar {izerine iki tarafli yapiskan bant ile tespit
edilmistir. Bu islemin ardindan, 6rnekler marka kaplama cihazinda (BIO-RAD) 100
A° kalinlikta altin ile kaplanmistir. Kaplama islemini takiben 6rnekler SEM (Jeol
SEM ASID-10) ile incelenmis ve fotograflar1 ¢cekilmistir.

Atomik Gii¢ Mikroskop (AFM) Analizi

Atomik giic mikroskopu, nanopartikiillerin ylizey karakteristiklerini
degerlendirmek amaciyla kullanilmistir. Nanopartikiiller Q-Scope™ 350 Multimode
Atomik Giig Mikroskopu-AFM  (Quesant-USA) aleti ile goriintiilenmistir.
Nanopartikiil 6rnekleri iki tarafli yapiskan bant ile tespit edilerek goriintiileri

alimustir.
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3.1.9.4. Tla¢ Yiikleme Etkinliginin Degerlendirilmesi

Hazirlanan nanopartikiiller 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra,
siipernatant dondurulup liyofilize edilmistir. Elde edilen liyofilizat, 2 mL DMSO

icinde ¢oziindiriildiikten sonra HPLC’de analiz edilmistir.

Hapsolan ila¢ miktari; santrifiij isleminden sonra baglanmayan serbest ilacin
ayrilmasiyla, nanopartikiil dispersiyonu icerisinde saptanan total ila¢g miktar1
(pg)’dir. Asosiye ilag yiizdesi (%) ve hapsolma etkinligi (ug ilag / mg siklodekstrin)
degerleri, hapsolan ilag miktarindan hareketle asagida belirtilen esitlikler yardimi ile

hesaplanmistir.

Tayin edilen ila¢g miktar1 (ng) 100

Hapsolma etkinligi ) )
Baslangictaki CD miktar1 (pug)

Hapsolan ila¢ miktar1 (ng)
100

n
>

Asosiye ila¢ ylizdesi
Baslangigtaki ila¢ miktar1 (ug)

3.1.9.5. Nanopartikiillerden Kamptotesinin In Vitro Sahm

Bu tez calismasinda, nanopartikiillerden in vitro sartlarda kamptotesin salim
deneyi diyaliz membran yontemi kullanilarak yapilmistir (6). Hazirlanan
nanopartikiiller diyaliz membranlarina (Spectra/Por Cellulose Ester Membrane
MWCO: 100.000 Da, Spectrum Labs, Rancho Dominguez, CA) yerlestirilmis, 100
mL PBS pH 7.4 ¢dziinme ortamma konulmustur. Ornekler, sicakhigi 37+0.5°C’de
sabit tutulan yatay calkalayicili su banyosuna yerlestirilmis ve yatay calkalayict hizi
50 cpm olacak sekilde ayarlanmistir. Belirli zaman araliklarinda 2 mL O6rnek
almarak, esit hacimde ve sicaklikta taze salim ortami ilave edilmistir. Alinan 6rnekler

HPLC’de analiz edilmistir.
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3.1.9.6. L-929 Fare Fibroblast Hiicrelerinde Sitotoksisite Testi

L-929 fibroblast hiicrelerine kars1 sitotoksisite MTT (metil-tiyazol-
tetrazolyum) yontemi ile incelenmistir. MTT testi, in vitro ilag duyarliligini tayin
etmek amaciyla yaygm olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, dolayl olarak
hiicre biiyiimesi ve/veya hiicre 6liimiinii degerlendirmeyi amaglayan ve kisa stireli
hiicre kiiltiirli esasina dayanan (etkin maddenin salim siiresi esas almarak) bir ilag

duyarlilig: testidir (191).

L-929 fare fibroblast hiicre hatti (ATTC), 25 cm”’lik kiiltiir flasklar1 iginde 1s1
ile inaktive edilmis % 10 fetal sigir serumu (FBS), 2 mM L-glutamin, 100 iinite/mL
Penisilin G ve 100 pg/mL streptomisin iceren RPMI 1640 siv1 besi yerinde 37°C’de
% 5 COy’li etiivde, 2-4 saat inkiibasyona brrakilmistir. Bitisik hiicre tabakalar1
tripsinizasyon islemine tabi tutulmustur. Bu amagcla, 500 pL L-929 hiicrelerini iceren
besiyeri lizerine % 0.02-0.05 Tripsin/EDTA c¢ozeltisi eklenip, 37°C’de 1-2 dk
inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda, tripsinin FBS etkisi ile inaktif hale
gecmesi i¢in tam ortam eklenmistir. 1800 rpm’de +4°C’de 5 dk santrifiij islemi
sonrasi, ¢okelti alimarak ortamm tamaminda siispande edilmistir. 1.-929 fibroblast
hiicrelerinin Coulter Maxim cihazinda sayimi gerceklestirilmis ve mL ortamdaki
hiicre sayis1 saptanmistir. Sitotoksisite deneylerinde, logaritmik biiylime fazinda olan
hiicreler kullanilmistir. Bu faz, hiicrelerin geometrik artis gosterdikleri fazdir. Bu
fazin gelisme orani 1s1, besiyerinin kompozisyonu, hiicrenin genetik karakteri ile

degismektedir.

96 kuyulu ve diiz tabanli doku kiiltiir plaklarma (Castor, ABD), 2x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilmistir. L-929 fibroblast hiicreleri, adheran
ozellikte oldugu i¢in, diiz tabanl plaklar kullanilmistir. Her bir kuyuya 50 pL hiicre
siispansiyonu iizerine 50 puL taze hazirlanmis 6rnekler eklenmis ve 48 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ornekler kiiltiir ortamu ile 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ve 1/128
olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda diliie edilmistir ve her konsantrasyon icin 4
kuyu olarak calisilmistir. Ayni sartlarda sadece kiiltiir ortami ile inkiibe edilen
fibroblast hiicreleri kontrol olarak kullamilmistir. Kontrol kuyularmna, hazirlanan

ornekler yerine 50 pL sivi besiyeri eklenmistir. 96 kuyulu plaklarda kenar
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kuyulardaki buharlagsma etkisi g6z Oniine alinarak, bu kuyulara hiicre ekilmemis ve

250 pL PBS konulmustur.

48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, her bir kuyuya 25 uL PBS 7.4
icerisindeki MTT ¢ozeltisi (Sigma) (son konsantrasyon 1 mg/mL) eklenerek 2-4 saat
daha inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda, canli olan hiicreler tarafindan ¢oziiniir
bir tetrazolyum tuzu olan MTT bilesigi, ¢oziinlir olmayan mor renkli formazan
kristallerine ¢evrilmistir. Olusan formazan kristalleri ekstraksiyon tamponunda (% 45
DMF igersinde ¢oziilmiis % 23 SDS ¢ozelti-pH=4.7) ¢oziindiiriilmiistiir. Plaklar bir
gece inkiibatorde (37°C) birakildiktan sonra kolorimetrik olarak (Spectramax, USA)
570 nm’de ekstraksiyon tamponuna kars1 absorbans degerleri okunmustur. % Hiicre
yasayabilirligi; 6rneklere iliskin OD (optik dansite) degerleri, kontrol grubuna iliskin

OD degerlerine boliinerek bulunan degerin 100 ile carpilmasi sonucu hesaplanmastir.
3.1.9.7. Tlac Yiiklii Nanopartikiillerin Etkinlik Testi

MCF-7 meme kanseri hucreleri uzerinde antikanser aktivitenin

degerlendirilmesinde de MTT (metil-tiyazol-tetrazolyum) yontemi kullanilmastir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 (ATTC), 25 cm®lik kiiltiir flasklar1 i¢inde
1s1 ile inaktive edilmis % 10 fetal sigir serumu (FBS), 2 mM L-glutamin, 100
inite/mL Penisilin G ve 100 pg/mL streptomisin igeren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) besi yerinde 37°C’de % 5 CO;’li etiivde, 2-4 saat
inkiibasyona brrakilmistir. Bitisik hiicre tabakalar1 % 0.02-0.05 Tripsi/EDTA
cozeltisi ile tripsinizasyon islemine tabi tutulmustur ve logaritmik biiyiime fazinda

olan hiicreler sitotoksisite deneylerinde kullanilmistir.

Adheran 6zellikteki MCF-7 hiicreleri, 96 kuyulu ve diiz tabanli doku kiiltiir
plaklarina (Castor, ABD), 1x10" hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. 50 pL hiicre
stispansiyonu tizerine 50 pL taze hazirlanmis olan 6rnekler her bir kuyuya eklenmis
ve 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmustir. Ornekler i¢in 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ve
1/128 olmak iizere kiiltiir ortami ile 5 farkli diliisyon yapilmistir ve her
konsantrasyon i¢in 4 kuyu olarak ¢alisilmistir. Ayni sartlarda kiiltiir ortamu ile inkiibe

edilen tiimor hiicreleri kontrol olarak kullanilmistir.
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48 saatlik inkiibasyon siliresi sonunda, her bir kuyuya 25 puL PBS 7.4
icerisindeki MTT ¢ozeltisi (Sigma) (son konsantrasyon 1 mg/mL) eklenerek 2-4 saat
daha inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda, olusan formazan kristalleri ekstraksiyon
tamponunda (% 45 DMF icersinde ¢oOzilmis % 23 SDS ¢ozelti-pH=4.7)
¢cOzilindiiriilmiistiir. Plaklar bir gece inkiibatorde (37°C) brrakildiktan sonra, olusan
renk degisimi kolorimetrik olarak (Spectramax, ABD) 570 nm’de Olgiilerek kantitatif
olarak MCF-7 hiicrelerinin kamptotesin igeren formiilasyonlara duyarlilig1
degerlendirilmistir. Kantitatif degerlendirme, % yasayabilirlik degerleri asagidaki
esitlikte belirtildigi sekilde hesaplanarak gerceklestirilmistir.

[lag yiiklii 6rneklere ait OD degerleri
x 100

% Canlilik =
’ Kontrol grubuna ait OD degerleri

3.1.9.8. Sicanlarda Beyin Glioma Modeli'
3.1.9.8.1. Kullanilan Hayvanlar ve Anestezi

In vivo calismalar 150-175 g agirhginda, 10-11 haftalik Fischer F344 disi
siganlar (Charles River Laboratuvarlari, L’arbresle, Fransa) ile gerceklestirilmistir.
Her bir grupta 8 adet sican kullanilmistir. Sicanlarin anestezisi amaciyla 0.75-1.5
mlL/kg dozda anestezik ¢0zelti, intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Bu anestezik
¢ozelti karisimi, 2/3 oranda ketamin (100 mg/mL) (Clorketam®, Vétoquinol, Lure,
Fransa) ve 1/3 oranda ksilazin (20 mg/mL) (Rompun®, Bayer, Puteaux, Fransa)

icermektedir.

3.1.9.8.2. Hiicre Kiiltiirii ve Tiimor Hiicresinin Implantasyonu (Tiimér

Olusturma Yontemi)

Sican gliosarkoma 9L hiicreleri European Collection of Cell Culture

(Salisbury, Ingiltere, N°94110705)’den temin edilmistir.

'"'in vivo calismalar, Erasmus Programu cergevesinde, Fransa Angers Universitesi, Inserm U646
Laboratuvari’nda Prof. Dr. Jean-Pierre Benoit ile yapilan igbirlik sonucu gergeklestirilmistir.
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Hiicreler 37°°de, % 5 CO,’de glukoz ve L-glutamin (BioWhittaker, Verviers,
Belgika) iceren Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) i¢cinde yasatilmistir.
DMEM, % 10 fetal calf serum (FCS) ve % 1 antibiyotik, antimikotik ¢ozelti (Sigma,

Saint-Quentin Fallavier, Fransa) igcermektedir.

Timor tek tabakasi tripsin-etilendiamin tetraasetik asit ile muamele edildikten
sonra FCS ve antibiyotik icermeyen EMEM (Eagle’s Minimal Essential Medium) ile
2 defa yikanmistir. Daha sonra mikroskopta sayim yapilmis ve hesaplanan son

hacme 10 pL, 10° 9L hiicresi olacak sekilde EMEM ile siispande edilmistir.

Intrakranial implantasyon, 10 puL, 10* 9L hiicre siispansiyonu dakikada 2 pL
olacak sekilde 32G igneli (Hamilton"™) 10 pL’lik siringa (Hamilton® cam siringa 700
seri RN) ile gergeklestirilmistir. Bu amagla, siganlar stereotaksik deney materyaline
(Lab Standard Stereotaxic, Stoelting, Chicago, IL) yerlestirilmis (Sekil 3.3), siganin
derisi agildiktan sonra kafatasinda kiigiik bir delik olusturulmustur. Bu deligin
koordinatlar1 bregmadan 1 mm yukarida, 3 mm yan tarafinda ve 5 mm derinliginde
olacak sekilde ayarlanmistir. Koordinatlara yerlestirilen igne dakikada 0.5 mm
olacak sekilde yavasca hareket ettirilmis ve hiicre injeksiyonundan sonra igneyi

¢ikarmadan once 5 dakika bekletilmistir.

Sekil 3.3. Stereotaksi aletine yerlestirilen siganlar
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3.1.9.8.3. Magnetik Rezonans Goriintiileme

9L hiicre injeksiyonundan 5 giin sonra olusturulan tiimérlerin varligi niikleer
magnetik rezonans goriintiilleme aleti (Bruker Avance DRX 300, Almanya) ile

goriintiilenmistir.

3.1.9.8.4. Sicanlarda Olusturulan Beyin Tiimoériiniin Nanopartikiil

Siispansiyonu ile Tedavisi

Olusturulan tiimor, stereotaksi teknigi ile tedavi edilmeye calisilmistir. Bu
yontem beyin dokularma ilag tasinmasinda kullanilan yeni bir yaklasimdir. Tedavi
amaciyla kullanilacak olan sivi dozaj seklinin pozitif basing altinda siirekli
injeksiyonu ile lokal intraserebral tasinma gergeklestirilmistir. Calisilan laboratuvarin
bu yonteme iliskin hayvan deneyi yapabilecegine dair izninin bulunmasi nedeniyle,

bu ¢alisma i¢in ayrica etik kurul izni alinmamustir.

Deneysel c¢alismanin esasina gore, Boliim 3.1.9.8.2.°de anlatildig1 sekilde
prosediiriin uygulanmasimni takiben ilk bes giinde tiimor olusmasi beklenmektedir,
tiimdre tedavi, 6. giinde 60 uL nanopartikiil siispansiyonu ile baslatilmistir. Islem,
tiimoOr hiicrelerinin injekte edildigi delikten beyin yiizeyinden 5 mm derinlige 32G
igneli 10 pL’lik Hamilton” siringa ile uygulanmistir. Bu (32G igneli 10 pL’lik)
siringa, ilag iceren nanopartikiil siispansiyonu tastyan 22G igneli 100 pL’lik diger
Hamilton” siringas1 (Harvard apareyi, Les Ulis, Fransa) ile bir tiip yardimiyla
(CoexTM PE/PVC tiibli, Harvard apareyi, Les Ulis, Fransa) birlestirilmistir.
Nanopartikiil inflizyonu PHD 2000 inflizyon pompasi ile 0.5 pL/dk olacak sekilde 2
saat boyunca siirdiiriilmistiir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Stereotaksi aletine yerlestirilen sicanlarin nanopartikiil stispansiyonu ile

tedavi edilmesi

3.1.9.8.5. Beyin Tiimorii Olusturulan Sicanlarin Goézlemi

Sicanlar 9L hiicre implantasyonunun ilk giinlinden itibaren gilinlik
aktivitelerinin ve genel durumlarinin takibi amaci ile gozlem altina alinmistir. Alt1
giinde bir agirlik takipleri yapilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonrasinda etraflari
ile ilgileri kesilen, kendi kendilerine beslenemeyen, gozleri kizaran ve disaridan

verilen uyarilara yanit vermeyen siganlarin yagamlarina son verilmistir.

3.1.9.8.6. istatistiksel Analiz

Hayvanlarin yagam siireleri Kaplan-Meyer metodu ile degerlendirilmistir.
Kaplan Meyer yontemi, yasam siirelerini gostermekte kullanilan bir metoddur. Bu
yontemle, tedavi sonrasinda deneklerin yasam siireleri horizontal basamaklarla
belirtilmekte ve tedavi edilen gruplarin yasam siireleri kontrol grubu ile
karsilastirilarak yasam siiresinin uzatilip uzatilmadigi tespit edilmektedir. Istatistiksel
fark non parametrik bir test olan log-rank kullanilarak (Mantel-Cox Testi)
hesaplanmistir. Bu amagla StatView software versiyon 5.0 (SAS Institute)
kullanilmistir. p degerinin 0.05’den kiigiik ¢ikmasi durumu istatistiksel olarak fark

oldugu, yani yasam siiresinin uzatildigi seklinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kamptotesinin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Calismalara

iliskin Bulgular
4.1.1. Ultraviyole (UV) Spektrumu

Kamptotesinin, dimetilsiilfoksitte hazirlanan 10 pg/mL konsantrasyondaki
cozeltisinin UV  spektrumu Bolim 3.1.3.1.°de anlatildig1 sekilde almmustir.
Kamptotesinin maksimum absorbansinin gézlendigi dalga boyu 370 nm olup UV
spektrumu Sekil 4.1°de gosterilmistir. Bu bulgu, kamptotesinin literatiirde belirtilen

maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu ile uyumlu bulunmustur (150).

1.000

0,200 -

0,600 -

Abs,

0,200

0,000 ! ! .
200,00 250,00 200,00 350,00 400,00
nm.

Sekil 4.1. Kamptotesinin 200-400 nm dalga boyu arasinda cekilen UV

spektrumu
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4.1.2. Diferensiyal Taramah Kalorimetri (DSC) Analizi

Diferansiyel taramali kalorimetrik analiz, Bolim 3.1.3.2.°de agiklandig1
sekilde gergeklestirilmistir. Kamptotesine iliskin DSC termogrami Sekil 4.2°de
verilmigtir. 264-267°C’de elde edilen omuzlu endotermik pik kamptotesinin erime
derecesini gostermektedir. Bu bulgu, kamptotesinin literatiirde belirtilen erime

derecesi ile uyumlu bulunmustur (155).
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4.1.3. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektrumu

Kamptotesinin FT-IR spektrumu, potasyum bromiir ile hazirlanan diskler
kullanilarak Boliim 3.1.3.3’de anlatildig1 sekilde ¢ekilmis ve spektrumu Sekil 4.3°de
gosterilmistir. FT-IR spektrumunda:

e 3650-2700 cm’de karboksilik asit grubuna bagli genislemis O-H

gerilim bantlari,
e 3000-2850 cm™*de alifatik C-H gerilim bantlari,

e 1760-1690 cm™’de karbonil grubuna iliskin karakteristik C=0O gerilim

bantlari,

e 1600-1500 cm™’de aromatik halkaya iliskin C=C rezonans ¢ifte bag

gerilim bantlari,
e 1300-1000 cm™’de ester grubuna iliskin kuvvetli C-O gerilim bantlari,
e 1600-1700 cm™’de yapiya 6zgii aromatik halka bantlari,
e 1760 cm™’de lakton piki

karakteristik madde pikleri olarak goriilmektedir. Bu bulgular, kamptotesinin

kimyasal yapis1 ile uyumlu bulunmustur (155).

4.1.4. "H-NMR Spektrumu

Kamptotesin molekiiliiniin dimetilsiilfoksit igerisinde Bolim 3.1.3.4.°de
belirtildigi sekilde 400 MHz’de cekilen 'H-NMR spektrumu Sekil 4.4’de
gosterilmektedir. 'H-NMR (8H, 400 MHz, DMSO-d6) sonuglar1 su sekilde
verilebilir: 5.292 (H-5), 8.696 (H-7), 8.122 (H-9, dd), 7.700 (H-10, ddd), 7.855 (H-
11, ddd), 8.167 (H-12, dd), 7.358 (H-14), 5.437 (H-17), 0.893 (H-18, t), 1.881 (H-19,
q), 5.437 (OH). Bu bulgular, literatiir bilgileri ile uyumlu bulunmustur (168).
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4.1.5. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Kamptotesinin yiizey 6zellikleri, Boliim 3.1.3.5’te anlatildig1 bigimde SEM
ile incelenmis ve Sekil 4.5’de kamptotesine iliskin SEM fotografi gosterilmistir.
Molekiiliin eksenlerinin birbirinden farkli uzunlukta oldugunu goriilmiistir. Bu

goriintii, monoklonal yap1 olarak adlandirilmaktadir.

Sekil 4.5. Kamptotesine iliskin SEM fotografi (X 2000)

4.1.6. Kamptotesinin Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayinine Iliskin Bulgular

Kamptotesinin miktar tayini Boliim 3.1.4.’de anlatildig1 sekilde yapilmistir.
Kamptotesinin HPLC kromotagraminda aktif lakton formuna iligkin pik 13.8
dakikada gozlenirken, inaktif karboksilat piki 4. dakikada goriilmektedir. Aktif
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lakton ve inaktif karboksilat formlarina iliskin pikler ve ilgili kromotogramlar Sekil
4.6 ve 4.7°da verilmistir. Bu bulgular, kamptotesinin literatiirde bildirilen HPLC
calismalar1 ile uyumlu bulunmustur (150). In vitro deney sonuglarinda,

kamptotesinin stabil kaldigi, elde edilen HPLC pikleri esas alinarak gosterilmistir.

FLDT &, Ex=370, Em=435 (YASEMINWIG0 407000006 D)

Sekil 4.6. Kamptotesinin aktif lakton formuna iliskin HPLC piki (R= 13.8 dk)

FLDA &, Ex=370, Em =435 (YASEM NG040/ 0000120
L &
124
;
10 i
.
64
4
2
0
T T T T T T T
0 2 4 B g 10 12 14 min

Sekil 4.7. Kamptotesinin inaktif karboksilat formuna ilisgkin HPLC piki (R= 4 dk)
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4.1.7. Kullanilan Analitik Yéntemin Validasyonuna iliskin Bulgular
4.1.7.1. Dogrusallik

Kamptotesinin kalibrasyon dogrusu Boliim 3.1.4.2.1.°de anlatildig1 gibi elde
edilmistir. Kalibrasyon dogrular1 Sekil 4.8’de ve Sekil 4.9°da gosterilmistir.
Hazirlanan cozeltilerin konsantrasyonlarina (ng/mL) kars1 pik alanlari (mAU*s)
grafige gecirilerek kalibrasyon dogrularmna iliskin denklemler, lineer regresyon

analizi ile bulunmustur.

LAKTON y =0.0303x + 1.1047

- R =09995

200 1
& 150 -
r
2 i
2 100

50 -
D T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Kensantrasyon (ng/ml)

Sekil 4.8. Kamptotesinin aktif lakton formunun kalibrasyon dogrusu ve
denklemi (n=6)
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KARBOKSILAT
y = 0,5725x - 1,7629

2 _
120 . R? = 0,9995

100 +
80 -
60 -
40 -
20

O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon (ng/ml)

Pik alani

Sekil 4.9. Kamptotesinin inaktif karboksilat formunun kalibrasyon dogrusu ve

denklemi (n=6)

4.1.7.2. Kesinlik
4.1.7.2.1. Tekrar Edilebilirlik

Kamptotesinin 100 ng/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢dzeltisinin 6 defa
ardisik olarak HPLC analizi Boliim 3.1.4.2.2°de anlatildig: sekilde yapilmistir. HPLC
analizi ile bulunan lakton ve karboksilat formlarmna iliskin konsantrasyon
degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1 ve varyasyon katsayilar1 hesaplanmistir
(Tablo 4.1 ve 4.2). Hesaplanan varyasyon katsayilar1 lakton formu i¢in % 0.69;
karboksilat formu i¢in % 0.65 olarak bulunmustur. Varyasyon katsayist her iki form
icin de % 2’nin altinda oldugu icin sonuglar kabul edilebilir smnirlar iginde

bulunmustur.
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Tablo 4.1. Kamptotesinin lakton formunun miktar tayini yonteminin

validasyon ¢aligmalarinda tekrar edilebilirlik sonuglar

Konsantrasyon Pik Alam
(ng/mL) (mAU%*s)
100 126.84
100 126.57
100 126.12
100 125.58
100 124.94
100 124.70
X 125.79
SS 0.87
VK 0.69

Tablo 4.2. Kamptotesinin karboksilat formunun miktar tayini yonteminin

validasyon ¢aligmalarinda tekrar edilebilirlik sonuglari

Konsantrasyon Pik Alam
(ng/mL) (mAU%*s)
100 39.75
100 39.60
100 39.41
100 39.43
100 39.00
100 39.33
X 39.42
SS 0.26
VK 0.65
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4.1.7.2.2. Tekrar Elde Edilebilirlik

Kamptotesinin 100 ng/mL konsantrasyonda ayri ayri hazirlanan 6 adet
cozeltisi igin HPLC analizi Boliim 3.1.4.2.2°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.
HPLC analizi ile bulunan konsantrasyon degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1
ve varyasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Hesaplanan varyasyon katsayilar1 lakton
formu i¢cin % 1.77; karboksilat formu icin % 0.76 olarak bulunmustur. Varyasyon
katsayis1 her iki form i¢in de % 2’nin altinda oldugu icin sonuglar kabul edilebilir

sinirlar icinde bulunmustur (Tablo 4.3 ve 4.4).

Tablo 4.3. Kamptotesinin lakton formunun miktar tayini ydnteminin

validasyon ¢aligmalarinda tekrar elde edilebilirlik sonuglari

Konsantrasyon Pik Alam
(ng/mL) (mAU%*s)
100 118.36
100 114.37
100 113.72
100 116.67
100 113.06
100 113.44
X 119.13
SS 2.11
VK 1.77
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Tablo 4.4. Kamptotesinin karboksilat formunun miktar tayini yonteminin

validasyon ¢aligmalarinda tekrar elde edilebilirlik sonuglari

Konsantrasyon Pik Alam
(ng/mL) (mAU%*s)
100 39.93
100 39.30
100 39.64
100 40.02
100 40.01
100 40.09
X 39.83
SS 0.30
VK 0.76

4.1.7.3. Duyarhhk

Boliim 3.1.4.2.3’de aciklandig sekilde yapilan analizler ve degerlendirmeler
sonucunda kamptotesinin lakton formu i¢in saptama sinir1 4 ng/mL, tayin sinir1 ise, 1
ng/mL; karboksilat formu i¢in saptama smir1 8 ng/mL, tayin smiri ise, 3 ng/mL

olarak bulunmustur.
4.1.7.4. Ozgiinliik

Analitik yontemin 0Ozgiinligli i¢in, kamptotesinin yaninda, hazirlanan
nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan yardimci maddelerin (B-CDC6, 6-O-
Capro-fCD, HP-B-CD, PLGA, PCL, Pluronik F68) formiilasyonda kullanilan
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmig ve ayni kosullar altinda tek tek HPLC
analizi Boliim 3.1.4.2.4’te agiklandig1 sekilde yapilmistir. Formiilasyonlara giren
yardimc1 maddelerin kamptotesinin lakton ve karboksilat formlariyla ayn1 zamanda

pik vermedikleri gézlenmistir.
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4.1.7.5. Stabilite

Kamptotesinin HPLC analizi siiresince dayanikli kaldigimdan emin olmak
icin, stabilite testleri Boliim 3.1.4.2.5°te aciklandigi sekilde yapilmistir. Bu amagla,
lakton ve karboksilat formlarmin 100 ng/mL konsantrasyonlarda c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu Ornekler, hazirlandiklar1 giin, takiben 7. giin ve 15. giinlerde
HPLC’de analiz edilmistir. Lakton formu i¢in hesaplanan varyasyon katsayist %
2’nin altinda oldugu i¢in sonuglarin kabul edilebilir sinirlar iginde oldugu
goriilmiistiir. Karboksilat formu i¢in ise varyasyon katsayis1 % 4.81 bulunmustur. Bu
da 15 giin i¢inde karboksilat formunun dayanikli olarak kalmadigmi gostermektedir
(Tablo 4.5 ve 4.6). Karboksilat formu kamptotesinin aktif olmayan formu oldugu i¢in
bu bulgu deney planlamasi agisindan 6nemli bulunmamistir. Bu bulgular 15181 altinda
yine de kamptotesin tayini i¢in toplanan numuneler salim siiresi sonunda hemen

analize alinmastir.

Tablo 4.5. Kamptotesinin lakton formunun miktar tayini ydnteminin

validasyon ¢aligmalarinda stabilite caligmalar1 sonuglari

Ol¢iim Zamam Pik Alam Konsantrasyon
(giin) (mAU*s) (ng/mL) (£SS)

0 111.18 98+0.4

7 110.26 97+0.4

15 110.73 98+0.4

Tablo 4.6. Kamptotesinin karboksilat formunun miktar tayini yonteminin

validasyon ¢aligmalarinda stabilite caligmalar1 sonuglari

Ol¢iim Zamam Pik Alam Konsantrasyon
(giin) (mAU*s) (ng/mL) (£SS)

0 35.94 66+3.3

7 39.74 72+3.3

15 37.63 69+3.3
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4.1.8. Kamptotesinin Hidroliz Kinetiginin Belirlenmesi

Kamptotesinin hidroliz kinetigi ¢alismas1 Boliim 3.1.5.’te belirtildigi sekilde
yapilmistir. Kamptotesinin lakton formuna ilisgkin HPLC analiz bulgular1 ve profilleri
Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de, karboksilat formuna iliskin bulgular ve profilleri ise
Sekil 4.12. ve Sekil 4.13’de verilmistir. Kamptotesinin PBS pH 7.4 icindeki lakton
miktarin 4. saat sonunda % 20’lere kadar diistiigli saptanmistir. Bu bulgular,
kamptotesinin aktif lakton formunun fizyolojik pH’da hizla inaktif karboksilat
formuna doniistiigiinii gostermekte olup bulgular literatiir ile uyumlu bulunmustur

(151, 152).

Hidroliz kinetigi-Lakton

100 ¢
80
60
40
20

4
L
L

% Lakton miktarn

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Zaman (sa)

Sekil 4.10. Kamptotesinin lakton formunun pH 7.4’te zamana kars1 % miktar1

(n=3+SS)
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Hidroliz kinetigi-Lakton
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Sekil 4.11. Kamptotesinin lakton formuna iliskin hidroliz kinetigi profili

(n=3£SS)

Hidroliz kinetigi-Karboksilat
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Sekil 4.12. Kamptotesinin karboksilat formunun pH 7.4’te zamana kars1 %

miktar1 (n=3+£SS)
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Hidroliz kine tigi-Karboksilat
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Zaman (sa)

Sekil 4.13. Kamptotesinin karboksilat formuna iliskin hidroliz kinetigi profili
(n=3£SS)

4.1.9. Faz Coziiniirliik Cahismalan

Faz c¢ozinirlik calismalar1  Bolim 3.1.6.°da  belirtildigi  sekilde
gerceklestirilmis ve K;.; degeri Boliim 2.2°de anlatildig1 sekilde hesaplanmustir. -
CD ve HP-B-CD i¢in faz ¢oziniirliikk diyagramlar: sirasiyla Sekil 4.14.’de ve Sekil
4.15.”de gosterilmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan calismalarda, kamptotesinin HP-B-CD i¢in K.,
degeri 233.75 M iken B-CD icin K;.; degeri 138.89 M olarak hesaplanmistir. Bu
degerin bliyiikk olmasi etkin maddenin siklodekstrine afinitesinin ve olusturulan
ilag:siklodekstrin kompleksinin stabilitesinin yliksek oldugunun gdostergesi olarak
kabul edilmektedir. Kamptotesinin HP-B-CD’e olan afinitesi daha yiiksek ¢ikmuistir.
HP-B-CD ve B-CD i¢in faz ¢oziiniirliik diyagramlar1 Sekil 4.14.’de ve Sekil 4.15.’de
gosterildigi iizere Ar seklinde bulunmustur. Ap seklinde ¢ikan diyagramlarda, Boliim
2.2’de anlatildig1 iizere inkliizyon kompleksi hazirlamada kullanilacak siklodekstrin
konsantrasyonu arttik¢a ¢oziinen ilag konsantrasyonunun da dogrusal olarak arttigi

goriilmektedir. Bu bulgular 1s18inda ilerleyen deneysel asamalarda dogal
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siklodekstrinlerden asosiasyon katsayis1 biiylik olan HP-B-CD ile calisilmis ve

¢cOziinlirliigiin bu sayede bes kat artirildigi hesaplanmastir.

B-CD Faz Coziiniirliik
’E‘ 0,006
£ 0,005 -
§ 0,004 -
.E 0,003 -
= 0,002 1
g
= 0,001
]
q 0 T T I 1
0 5 10 15 20
B-CD (mmol)
Sekil 4.14. B-CD’e iliskin faz ¢6ziiniirliik diyagrami (n=3+SS)
HP-B-CD Faz Coziiniirliik
g 0,01 ~
E 0,08 -
Z
8 0,006
=
£ 0,004 -
s
£ 0,002 4
5]
= 0
0 5 10 15 20 25 30
% HP-B-CD

Sekil 4.15. HP-B-CD’e iliskin faz ¢oziintirliik diyagrami (n=3+£SS)
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4.2. Haazrlanan inkliizyon Komplekslerinin Karakterizasyonu
4.2.1. Diferansiyal Taramah Kalorimetri (DSC) Analizi

Diferansiyal taramali kalorimetri analizi, Boliim 3.1.8.1°de belirtildigi sekilde
gerceklestirilmistir.  Kamptotesine, siklodekstrinlere, komplekslere ve fiziksel
karisimlara iliskin DSC termogramlar1 Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de

verilmistir.

DSC termogramlar1 ile kamptotesinin erime derecesinin 264-267°C oldugu
saptanmistir. Ayrica, bu termogramlarda, tez caligmalarinda kullanilan dogal
siklodekstrinlerden HP-B-CD ile amfifilik siklodekstrinlerden 6-O-Capro--CD ve B-
CDC6 molekiillerinin kamptotesin ile ayn1 bolgede erime endotermi vermedikleri de
gozlenmistir. Ayni sekilde etkin maddenin dogal ve amfifilik siklodekstrinler ile
komplekslerinin de kamptotesin ile ayn1 bdlgede erime endotermine

rastlanamamustir.

Bu bulgular, komplekslerde kamptotesinin serbest kristalize halde
bulunmadigini gostermektedir. Elde edilen veriler bize, kamptotesinin inkliizyon

komplekslerinin basari ile hazirlandigini gostermektedir.
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4.2.2. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektrumu

Fourier transform infrared spektrumu ¢ekilmesine iliskin ¢aligmalar, Bolim
3.1.8.2°’de agiklandig1 sekilde gergeklestirilmistir. Kamptotesin, HP-B-CD, 6-O-
Capro-B-CD, B-CDC6 ve hazirlanan komplekslerin FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.19-
4.21°de goriilmektedir.

CPT:6-O-Capro-B-CD kompleksinde:

. 3700-3100 cm™’de O-H gerilme titresimleri

. 3000-2850 cm™*de alifatik C-H gerilme titresimleri

. 1700-1800 cm™’de ester grubuna karakteristik C=O gerilme bantlar

. 1000-1300 cm™ arasinda C-O-C gruplarma iliskin gii¢lii gerilme

titresimleri;

CPT:B-CDC6 kompleksinde:

3700-3100 cm™’de O-H gerilme titresimleri

. 3100 cm™de CH,, CHj gerilme titresimleri

. 3000-2850 cm™*de alifatik C-H gerilme titresimleri

. 1700-1800 cm™’de ester grubuna karakteristik C=O gerilme bantlar

. 1000-1300 cm™ arasinda C-O-C gruplarma iliskin giiclii gerilme

titresimleri;
CPT:HP-B-CD kompleksinde:
. 3700-3100 cm™’de O-H gerilme titresimleri

gozlenmektedir. Biitliin bu pikler incelendiginde, Bolim 4.1.3’de belirtilen
kamptotesine iliskin piklerin hepsinin goriilmedigi tespit edilmistir. Hazirlanan
komplekslerin ~ 6zellikler1 kamptotesinden farkli oldugu i¢in inkliizyon

komplekslerinin basari ile hazirlandig1 sonucuna ulasilmistir.
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135 § CET

- _-N Gerilim

5-O-CAPRO

CFT: 6-0-CAFRO

il _-H Gerilim

|

4 n C=0 Gerilim c-0-C
51 g  O-H Gerilim Gerilim

4000 3500 3000 2500 2000

Dalga savisi (em™!)

Sekil 4.19. Kamptotesine, 6-O-Capro-B-CD’e ve hazirlanan CPT:6-O-Capro-p-CD
inkliizyon kompleksine iliskin FT-IR spektrumlar1

I - CM geriM

\ M C-0-C zenlim
O-H gerilim CHZI, CH3 genlim C=0 gerilim
406D

3300 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga savisi {cm™)

Sekil 4.20. Kamptotesine, B-CDC6’ya ve hazirlanan CPT:B-CDC6 inkliizyon
kompleksine iligkin FT-IR spektrumlari
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CPI-HP-B-CD

3500 3000 2300 2000 1300 1000 300

Dalga savisi{cm™)

Sekil 4.21. Kamptotesine, HP-B-CD’e ve hazirlanan CPT:HP-B-CD inkliizyon
kompleksine iligkin FT-IR spektrumlari

4.2.3. '"H-NMR Spektrumu

Kamptotesine, dogal ve amfifilik siklodekstrinlere, hazirlanan komplekslere
iliskin 'H-NMR spektrumlari, Bolim 3.1.8.4’de belirtildigi sekilde cekilmis ve
sonuglar Sekil 4.22-4.27°de gosterilmis, Tablo 4.7°de ise 6-O-Capro-B-CD, B-CDC6
ve HP-B-CD’e iliskin protonlarin kamptotesin ile komplekslesmeden Onceki ve

sonraki kimyasal kayma degerleri belirtilmistir.

"H-NMR spektroskopisi ile etkin maddenin siklodekstrin kavitesine girisimi
proton etkilesimlerine dayanarak gosterilmektedir. Inkliizyon kompleksi olusumu
srrasinda bazi protonlarin kimyasal ¢evresi degismekte bu da "H-NMR cizgilerinde
degisikliklere neden olmaktadir. Inkliizyon kompleksi olusumu sonras1 konuk ilag

molekiilleri kavite icerisine girdikleri zaman, kavite i¢ kismindaki H-3 ve H-5
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atomlarmm '"H-NMR spektrumunda kaymalara neden olmaktadir. Siklodekstrin
kavitesinin dis kismmda yer alan H-1, H-2 ve H-4 protonlar1 bu durumdan
etkilenmemektedir. Bu ag¢idan yaklasildiginda, kamptotesin ile kompleks olusumu
sonrast  6-O-Capro-B-CD, B-CDC6 ve HP-B-CD spektrumlarinin H-3 ve H-5
protonlarinda kaymalar olustugu goriilmektedir. 6-O-Capro-B-CD i¢in H-5 3.86
ppm’den 3.88 ppm’e; H-3 3.66 ppm’den 3.63 ppm’e kaymistir. B-CDC6 i¢in H-5
4.10 ppm’den 4.6 ppm’e kayarken; H-3’de degisiklik gézlenmemistir. HP-B-CD’de
ise H-5 3.752 ppm’den 3.755 ppm’e; H-3 3.614 ppm’den 3.613 ppm’e kaymuistir.

'"H-NMR spektrumunda goriilen bu kayma degerleri dikkate alindiginda
kamptotesinin inkliizyon komplekslerinin istenen sekilde hazirlanabildigi sonucuna

ulagilmistir.

Tablo 4.7. 6-O-Capro-BCD, B-CDC6 ve HP-B-CD’e iliskin protonlarin kamptotesin

ile komplekslesmeden dnceki (6cp) ve sonraki (6;.1) kimyasal kayma degerleri

Protonlar dcp 11

6-O-Capro-p-CD H-3 3.66 3.63
H-5 3.86 3.88

B-CDC6 H-3 5.30 5.30
H-5 4.10 4.60
HP-B-CD H-3 3.614 3.613

H-5 3.752 3.755
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4.2.4. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Taramali1 elektron mikroskop analizi, Bolim 3.1.8.3’de bildirildigi sekilde
gerceklestirilmistir. Kamptotesine, siklodekstrinlere ve hazirlanan komplekslere
iligkin olarak ¢ekilen SEM fotograflar1 Sekil 4.28.’de goriilmektedir. Kamptotesin,
HP-B-CD, B-CDC6, 6-O-Capro-BCD ve hazirlanan komplekslerin kristal yapilari
SEM goriintiileme teknigi ile incelendiginde kamptotesinin monoklonal, f-
CDC6’nin  hegzagonal, HP-B-CD’in amorf, 6-O-Capro-BCD’in kiiresel yapida
oldugu hazirlanan komplekslerin ise planar yapida oldugu gorilmiistiir.
Komplekslerin ~ farkli yapida olmasi onlarin karakteristik fizikokimyasal
ozelliklerinin etkin maddeden ve siklodekstrinlerden farkli oldugunu gostermektedir.
SEM fotograflarmda kompleks hazirlama yonteminin, etkin madde ve

siklodekstrinlerin kristal yapilar1 tizerinde degisikliklere yol actig1 goriilmektedir.

SEM analizi ile inkliizyon komplekslerinin; kamptotesinden ve
siklodekstrinlerden farkli goriintiide oldugunun gosterilmesi, kamptotesinin
inkliizyon komplekslerinin basar1 ile hazirlandigmin bir gdstergesi olarak kabul

edilebilir.
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Sekil 4.28. Kamptotesine, siklodekstrinlere ve hazirlanan inkliizyon
komplekslerine iliskin SEM fotograflar1 (A: B-CDC6, B: CPT:B-CDC6, C: 6-O-
Capro-B-CD, D: CPT:6-O-Capro-pCD, E:HP-B-CD, F: CPT:HP-B-CD, G: CPT)
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4.3. Hazrlanan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan nanopartikiillerin karakterizasyonu amaciyla partikiil biytkligu
ve dagilimi analizi, zeta potansiyel Ol¢limii, yiizey 6zelliklerinin incelenmesi, ilag
yikkleme etkinliginin degerlendirilmesi, in vitro salim profilinin elde edilmesi

calismalar1 gerceklestirilmistir.

4.3.1. Partikiil Biiyiikliigii Tayini

Partikiil biiyiikligii tayini, Bolim 3.1.9.3.1°de anlatildig1 sekilde Malvern
Zetasizer nano series aleti ile gerceklestirilmistir. Partikiil biiytikliikleri, ortalama
partikiil biiyiikliglii+standart sapma; partikiil biyiikligii dagilimi ise polidispersite
indeksi seklinde gosterilmistir. Tablo 4.8’de goriildiigli lizere bos nanopartikiillerin
partikiil biyiikliikleri kamptotesin yiikli nanopartikiillere gore daha kiiclik
bulunmustur. Bu durum, nanopartikiillere etkin madde enkapsiile edildiginde partikiil
biiytikliiklerinde artis oldugunu gostermektedir, bulgular literatiir ile uyumlu

bulunmustur (36).

CPT:B-CDC6 kompleksi 1ile hazirlanan nanopartikiillerin  partikiil
biiytikliikleri (Tablo 4.8) 142 nm, standart sapmas1 +3, polidispersite indeksi 0.27;
CPT:6-O-Capro-BCD  kompleksi ile hazirlanan nanopartikiillerin  partikiil
biiylikliikler1 271 nm, standart sapmasi +15, polidispersite indeksi 0.41 olarak

bulunmustur.

Kamptotesin yiiklii PLGA nanopartikiilleri i¢in partikiil biiytikliikleri (Tablo
4.8) 187 nm, standart sapmasi +9; polidispersite indeksi 0.08 iken PCL polimeri ile
hazirlanan kamptotesin yiiklii nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri 274 nm,
standart sapmas1 £0.8; polidispersite indeksi 0.06 olarak bulunmustur. Bu veriler
dogrultusunda, hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari ilgili parametreler acisindan

enjekte edilebilirlik olarak uygun bulunmustur.
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4.3.2. Zeta Potansiyel Olciimii

Zeta potansiyel Olctimleri, Bolim 3.1.9.3.2°de anlatildig1 sekilde Malvern
Zetasizer nano series aleti ile gerceklestirilmistir. Bilindigi iizere, zeta potansiyelin
biiytikligl, kolloidal sistemlerin stabilitesi hakkinda bilgi vermektedir ve zeta
potansiyeli yiiksek olan kolloidal dagilimlarin stabilitesinin daha 1yi oldugu
bilinmektedir. Partikiiller yiiksek negatif ya da pozitif zeta potansiyele sahiplerse,
birbirlerini iterler ve dispersiyon kararlilig1 olusur. Partikiiller diisiik zeta potansiyel
degerlerine sahiplerse, partikiillerin bir araya gelmesini saglayacak gii¢c olusmaz ve
dispersiyon kararsiz olur. Kararli ve kararsiz dispersiyon ortamlar1 arasindaki
potansiyel araligt +30 mV ile -30 mV’tur. Tanelerin polar sivilar igerisindeki

davranislarini yiizeylerindeki elektrik yiikii degil, zeta potansiyel degerleri belirler.

Tablo 4.8. Nanopartikiil formiilasyonlarmin  partikiil  biiyiikligi,
polidispersite indeksi (PI) ve zeta potansiyeli degerleri (n=3)

Formiilasyonlar Ortalama partikiil PI Zeta potansiyel

biiyiikligii (mV) £ S.S.
(nm) £ S.S.

Bos B-CDC6 nanopartikiilleri 130+0.5 0.07 -16 0.9

CPT:B-CDC6 nanopartikiilleri 142 £3 0.27 -22+£0.7

Bos 6-O-Capro-BCD 194 + 4 0.2 25+1.3

nanopartikiilleri

CPT:6-O-Capro-BCD 271 £15 0.41 -13+0.9

nanopartikiilleri

Bos PLGA nanopartikiilleri 178 £ 1 0.05 4,61 £2.76

Kamptotesin ytikli PLGA 187+9 0.08 -0.06 £ 1

nanopartikiilleri

Bos PCL nanopartikiilleri 189 + 4 0.2 -12+£0.6

Kamptotesin ytiklii PCL 274 £0.8 0.06 -19+0.2

nanopartikiilleri




108

CPT:B-CDC6 kompleksi ile hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyelleri
-22, standart sapmast +0.7; CPT:6-O-Capro-BCD kompleksi ile hazirlanan

nanopartikiillerin zeta potansiyelleri -13, standart sapmas1 +0.9 olarak bulunmustur.

PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyelleri -0.06, standart
sapmas1 +1; PCL ile hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyelleri -19, standart
sapmas1 +0.2 olarak bulunmustur. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina iliskin

partikiil bliyiikliigli ve zeta potansiyel (mV) degerleri Tablo 4.8’de goriilmektedir.

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 stabilitenin saglanmasi acisindan

zeta potansiyel degerleri uygun bulunmustur.

4.3.3. Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi
4.3.3.1. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Kamptotesin yiiklii nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri Bolim 3.1.9.3.3.’te
anlatildig1 sekilde taramali elektron mikroskopu ile incelenmistir. Sekil 4.29°da
hazirlanan formiilasyonlara iligkin SEM fotograflari yer almaktadir. Yiizey
fotograflar1 incelendiginde, nanopartikiillerin homojen, kiiresel ve diizgiin ylizeyli

olduklar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.29. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina iliskin SEM

fotograflari (A: 6-O-Capro-BCD, B: B-CDC6, C: PLGA, D: PCL nanopartikiilleri)

4.3.3.2. Atomik Kuvvet Mikroskop (AFM) Analizi

Formiilasyonlarin AFM analizleri Bolim 3.1.9.3.3.°te belirtildigi sekilde
atomik kuvvet mikroskopu ile gerceklestirilmistir. Nanopartikiil formiilasyonlarinin
morfolojik yapilarini agiklayan AFM goriintiileri Sekil 4.30°da gosterilmektedir.
AFM fotograflar1 incelendiginde, nanopartikiillerin kiiresele yakin olduklar1

goriilmektedir. Ornekler konsantre oldugu icin agregasyon gozlenmistir.
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Sekil 4.30. Nanopartikiil formiilasyonlarina iliskin AFM fotograflar1 (A: 6-O-
Capro-BCD, B: B-CDC6, C: PCL, D: PLGA nanopartikiilleri)



112

4.3.3.3. Ilac Yiikleme Etkinliginin Degerlendirilmesi

Formiilasyonlarin ila¢ ylikleme etkinlikleri, Bolim 3.1.9.4°te belirtildigi
sekilde gerceklestirilmistir. Amfifilik siklodekstrinler ile hazirlanan nanopartikiiller
yiiksek  ylikleme teknigi kullanilarak nanopresipitasyon metoduna gore
hazirlanmistir.  Nanopartikiillerin =~ kamptotesin ~ ve  amfifilik  siklodekstrin
kompleksinden hareketle “yiiksek yiikleme teknigine” gore hazirlanmas: ilag
yilikleme kapasitesini artirmada etkili bir yontem olmustur. HP-B-CD ile hazirlanan
polimerik nanopartikiiller de nanopresipitasyon yontemine gére Boliim 3.1.9.2.1. ve
Bolim 3.1.9.2.2°de belirtildikleri sekilde hazirlanmislardir. Biitiin nanopartikiil

formiilasyonlar1 dogrudan inkliizyon komplekslerinden hareketle hazirlanmstir.

Nanopartikiillere hapsolan ilag miktari; santrifiij islemi sonrasi baglanmayan
serbest ilacin ayrilmasini takiben, nanopartikiil dispersiyonu icerisinde saptanan total
ilag miktar1 (pg)’dir. Asosiye ilag ylizdesi (%) ve hapsolma etkinligi (ug ilag / mg
siklodekstrin) degerleri, hapsolan ila¢ miktarindan hareketle Bolim 3.1.9.4.°de
anlatildig1 sekilde hesaplanmistir. Hazirlanan nanopartikiillere iligskin ilag yiikleme
degerleri Tablo 4.9°da gosterilmektedir. Ilag yiikleme etkinligi bulgular1 literatiir

calismalarina benzer bulunmustur (173, 178).

Tablo 4.9. Nanopartikiillere iligkin ila¢ ylikleme kapasitesi degerleri

Formiilasyonlar Hapsolan Miktar  Hapsolma Etkinligi % Asosiye

(pg) (S.S.) (£S.S.) flac (£S.S.)
CPT:B-CDC6 28£2 32+4 9+1
nanopartikiilleri
CPT:6-O-Capro-3-CD 48 +4 57+11 13+3
nanopartikiilleri
PLGA nanopartikiilleri 13+£0.1 6.6 £0.1 2.6 £0.03

PCL nanopartikiilleri 7.2+0.5 3.6+ 0.6 1.4+£0.2
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4.3.3.4. Nanopartikiillerden Kamptotesinin In Vitro Sahm

Nanopartikiil formiilasyonlarindan kamptotesinin salim g¢aligmalar1 Boliim
3.1.9.5’te belirtildigi sekilde diyaliz membran yOntemine gore yapilmistir. Sekil
4.31.°de nanopartikiil formiilasyonlarina iligkin zamana kars1 % kiimiilatif salinan

etkin madde miktarlarmi gosteren salim grafikleri verilmistir.

Salim grafikleri incelendiginde, CPT:B-CDC6 kompleksi kullanilarak
hazirlanan nanopartikiillerden etkin madde salimi ilk bes saat icinde % 50 olarak
gerceklesmistir. 24. saat sonunda etkin maddenin aktif formunun % 81’1 salmirken,

72. saat sonunda ise etkin maddenin aktif formunun % 95’inin salindig1 gézlenmistir.

6-O-Capro-B-CD nanopartikiillerinde ilk bes saat icinde etkin maddenin %
30’u salinirken, 24. saat sonunda etkin maddenin aktif formunun % 48’1 salinmustir.
144. saat sonunda ise etkin maddenin aktif formunun % 100’4 salinmis

bulunmaktadir.

PLGA kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerden ilag saliminda ise ilk bir
saat i¢cinde etkin maddenin % 50’si salinirken, 48. saat sonunda etkin madde salimi

% 100’1 bulunmustur.

PCL nanopartikiillerinde ilk ii¢ saat icinde etkin maddenin % 70’1 salinirken,

24. saat sonunda etkin maddenin aktif formunun tamami1 salinmistir.

In vitro salm grafikleri Gwbasic Programi ile degerlendirildiginde,
nanopartikiil formiilasyonlarindan etkin madde salimmnin Higuchi modeline uyum
sagladig1 goriilmiistiir. Amfifilik siklodekstrin nanopartikiilleri ile oniki giine kadar,
polimerik nanopartikiillerle kirksekiz saate kadar salim uzatilmistir ve biitiin salim
calismalar1 siiresince etkin maddenin aktivitesi korunarak stabilitesi artirilmastir.
Salim siiresi boyunca stabilite tayini i¢in ayr1 deneysel ¢alismalar yapilmamis, HPLC

kromotogramlarindan elde edilen pikler dikkate alinmistir.
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Sekil 4.31. Kamptotesin yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarma iligkin in vitro

salim grafikleri (n=3+SS)

4.3.3.5. L-929 Fare Fibroblast Hiicrelerinde Sitotoksisite Testi

Etkin madde igermeyen nanopartikiil formiilasyonlarinin L-929 fare fibroblast
hiicrelerinde  sitotoksisite ~ testi Bolim  3.1.9.6’da  belirtildigi  sekilde
gerceklestirilmistir.

1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ve 1/128 olmak {lizere 5 farkli konsantrasyonda diliie
edilmis olan kamptotesin icermeyen nanopartikiil formiilasyonlarinin ve
kamptotesinin dimetilsiilfoksitteki kontrol c¢ozeltisinin L-929 fare fibroblast

hiicrelerine kars1 sitotoksisitesini belirten, 1/128 diliisyonuna karsi % hiicre
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yasayabilirlik grafigi Sekil 4.32°de gosterilmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonunda

etkin madde igermeyen nanopartikiillerin toksik olmadig1 gosterilmistir (p>0,05).

L1929
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CPT ¢ozeltisi  Bos 6-O-CAPRO-  Bos B-CDC6 Bos PLGA Bos PCL
BCD

Sekil 4.32. Kamptotesin igermeyen nanopartikiil formiilasyonlarmin ve
kamptotesinin dimetilsiilfoksitteki ¢ozeltisinin 1/128 dilisyonuna kars1 gozlenen %

L-929 fare fibroblast hiicre yasayabilirligi (1/128 diliisyon) (n=3+SS)

4.3.3.6. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerine Kars1 Antikanser Etkinlik

Nanopartikiil formiilasyonlarmin ve kamptotesinin dimetilsiilfoksitteki
kontrol ¢ozeltisinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karsi antikanser etkinlik testi

Boliim 3.1.9.7°de belirtildigi sekilde yapilmistir.

Hazirlanan  nanopartikiillerin =~ ve  kamptotesinin  dimetilsiilfoksitteki
¢ozeltisinin (1/128 diliisyon) MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karsi antikanser
aktivitelerini gosteren grafik Sekil 4.33’de belirtilmistir. Yapilan ¢alismalar
dogrultusunda amfifilik siklodekstrin nanopartikiillerinin, polimerik nanopartikiillere

ve kamptotesinin DMSO’daki ¢ozeltisine gore daha yiliksek antikanser etkinlik
gosterdigi bulunmustur (p<0,05).
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Sekil  4.33.  Nanopartikiil  formiilasyonlarinin ~ ve  kamptotesinin

dimetilsiilfoksitteki ¢ozeltisinin MCF-7 meme kanseri hiicreleri lizerinde gézlenen %

hiicre canlilig1 (1/128 diliisyon) (n=3+SS) (CPT: Kamptotesin, NP: Nanopartikiil)

4.3.4. Sicanlarda Beyin Glioma Modeli

4.3.4.1. Magnetik Rezonans Goriintiileme

Sicanlarda, gliosarkoma 9L hiicre injeksiyonundan 5 giin sonra olusturulan
timorlerin  varligi niikleer magnetik rezonans goriintiileme aleti ile Bolim

3.1.9.8.3.’de agiklandig1 sekilde goriintiilenmistir. Sekil 4.34.’de olusturulan timoriin
MR goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.34. Sicanlarda 9L hiicreleri ile olusturulan tiimorlerin niikleer magnetik

rezonans goriintlileme aleti ile gosterilmesi

4.3.4.2. Olusturulan Tiimérlerin Kamptotesin Iceren Nanopartikiil

Siispansiyonu ile Tedavisi

Gliosarkoma 9L hiicreleri ile olusturulan tiimoérler Bolim 3.1.9.8.4.°de
anlatildig: sekilde 6. giinde 60 pL nanopartikiil siispansiyonu ile tedavi edilmistir. 60
uL B-CDC6 nanopartikiil siispansiyonu ile sicanlara verilen kamptotesin miktari
849,6 ng iken, 6-O-Capro-BCD ile bu miktar 1574,4 ng, PLGA ve PCL
formiilasyonlar1 i¢in bu degerle smasiyla 398,39 ng ve 216,02 ng olarak

hesaplanmistir.

CPT:6-O-Capro-B-CD nanopartikiilleri ve 3148,8 ng kamptotesin iceren
CPT:6-O-Capro-B-CD konsantre nanopartikiilleri ile yapilan tedavinin; tedavi
edilmeyen gruba gore sicanlarin yasam siirelerini istatistiksel olarak artirdigi

gosterilmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Nanopartikiil slispansiyonu ile tedavi edilen sigan gruplarinin yasam

suresi
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5. TARTISMA

Kamptotesin, memeli hiicrelerde antikanser etkinligini hem DNA hem de
RNA sentezini inhibe ederek gostermektedir (148). RNA sentezinin inhibisyonu,
RNA zincirlerinin kisalmasimna baglidir ve ilacin kullanimi sonlandirildiginda zincir
uzunlugu hizla eski haline donmektedir, buna karsin DNA sentezinin inhibisyonu ise
ila¢c kullanimi birakildiginda kismen geri doniisliidiir. Bu nedenle, kamptotesin en
gliclii aktivitesini hiicresel DNA’y1 hizli ve geri doniislii olarak pargalayarak

gostermektedir.

Literatiirde, kamptotesinin etkili bir bi¢imde tasmmasini saglamak amaciyla
farkli ilag tasiyici sistemlerle calisildigr goriilmektedir. Literatiirde ¢alisilmis olan
kamptotesin tasiyic1 sistemler arasinda PEG konjiige kamptotesin, PLGA
nanopartikiil ve mikrokiireleri, lipid bazli nanodlcekte sistemler olan kati lipid
nanokiireler, okside seliiloz mikrokiireler, lipozomlar, miseller, mikroemiilsiyonlar
bulunmaktadir (148, 163, 151, 172, 193-198). Bu ila¢ tasiyict sistemlerin
kamptotesinin tasinmasi agisindan sagladigi belli bash dstiinliikler arasinda;
uygulama kolayligi, bolgeye 6zgii etki i¢in lokalize ilag taginmasi ve uzatilmis salim
siireleri sayilabilir. Bunlara ek olarak, daha diisiik doz uygulamasindan dolay1
istenmeyen yan etkilerin azaltilmasi ve hasta uyuncunun artirilmasi bu sistemleri

kamptotesin uygulamasi agisindan imit verici konuma getirmistir.

Bu tez kapsaminda, klinik aktivitesi gosterilmis yeni sinif kemoterapotik
molekiillerden olan kamptotesinin polimerik ve oligosakkarit bazli olmak {izere farkl
nanopartikiiler ila¢ tasiyic1 sistemleri hazirlanmistir. Nanopartikiill hazirlamada,
biyolojik olarak parcalanabilen ve biyouyumlu oligosakkarit yapida farkli amfifilik
siklodekstrinler  (6-O-Capro-CD, B-CDC6) ve polimerler (PLGA, PCL)
kullanilmistir ve yapilan deneysel ¢alismalar ile siklodekstrin bazli, ila¢ yiikleme
etkinligi yiiksek, kontrollii salim saglayan ve toksisitesi diisiik kamptotesin
formiilasyonlar1  gelistirilmeye caligilmis, ayrica, FDA tarafindan onayli,
biyoparcalanabilir polimerler olan PLGA ve PCL ile yiiksek etkinlikte ve toksisiteye
yol agmayan kamptotesin nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Kamptotesin

suda ¢oziinmeyen (<1 mg/mL) ve pH’ya bagli stabilite sorunu olan bir molekiildiir.
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pH’ya bagimli olarak iki formda bulunmaktadir. pH 5’in altinda aktif lakton
formunda iken; bazik veya fizyolojik notral pH’da inaktif karboksilat formunda
bulunmaktadir. Antikanser etkinligi ¢cok yiiksek, ancak ¢oziiniirliik ve pH'ya bagl
stabilite sorunlar1 yoniinden klinik etkinlik gostermeyen bu etkin maddenin
hazirlanmaya ¢alisilan nanopartikiiler sistemlerle enjekte edilebilir, toksik olmayan
ve ytuiksek etkinlikteki formiilasyonlarmnin gelistirilebilmesi durumunda literatiirde bu
konudaki boslugu doldurabilmek de miimkiin olacaktir. Sonu¢ olarak, etkinligi
yiiksek antikanser etkin maddenin basarili formiilasyonu, giiniimiizde baslica 6lim
sebeplerinden birini olusturan bir hastalikta yeni bir tedavi alternatifi icin umut

olusturabilecektir.

Bu boliimde, tez calismalar1 boyunca siirdiiriilen deneysel caligmalarin ve bu
calismalardan elde edilen bulgularin degerlendirilmesi yapilacak ve bu sonuglar

literatiir verileriyle karsilastirilarak tartisilacaktir.

5.1. Kamptotesinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi

Tez c¢aligmamizda, formiilasyon c¢alismalarma  baslamadan  Once
kamptotesinin fizikokimyasal o6zellikleri Bolim 3.1.3.’de agiklandig1 sekilde
incelenmistir. Bu amacla, etkin maddenin UV spektrumu alinmig, DSC analizi
gerceklestirilmis, FT-IR ve "H-NMR spektrumlar1 ¢ekilmis, SEM analizleri
yapilmistir. Sonuglar, literatiir verileri ile karsilastirilarak etkin  maddenin

karakterizasyonu ve saflik kontrolleri tamamlanmistir.

Kamptotesinin UV spektrumu Sekil 4.1’de verilmistir. Gorildigi tizere,
kamptotesin 370 nm dalga boyunda maksimum pik vermektedir, bu bulgu literatiir

bilgisi ile uyumlu bulunmustur (195).

Diferansiyel taramali kalorimetrik analiz, Bolim 3.1.3.2.°de agiklandigi
sekilde gerceklestirilmistir. Kamptotesine iliskin DSC termogrami, Sekil 4.2°de
verilmigtir. 264-267°C’de elde edilen endotermik pikin, kamptotesinin erime

derecesini gosterdigi literatiirde yer alan veriler ile dogrulanmistir (176).
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FT-IR spektrumunda Boliim 4.1.3°de belirtilen karakteristik madde pikleri
goriilmektedir. Yapida aromatik halkaya, alifatik yapiya, ester, karbonil, karboksilik
asit gruplarma ve lakton halkasma iliskin pikler goriilmiistiir. Bu sonuglar,

kamptotesinin kimyasal yapisiyla ve literatiir bilgileriyle uyumlu bulunmustur (155).

NMR spektroskopisi, 0zellikle karbon ve hidrojen igeren bilesiklerin yap1
tayinlerinde bilgi veren en Onemli tekniklerden biridir. Kamptotesinin "H-NMR
spektrumunda, farkli pozisyonlarda bulunan tiim hidrojenlerine iliskin pikler BoLim

4.1.4.°de belirtilmistir. Bu bulgular, literatiir bilgileri ile uyumlu bulunmustur (168).

Kamptotesinin ylizey 6zellikleri, SEM ile incelenmistir ve eksen uzunluklari

birbirinden farkli olan molekiiliin monoklonal yapida oldugu goriilmiistiir.

Kamptotesinin miktar tayini, floresans dedektor kullanilarak HPLC yontemi
ile gerceklestirilmistir. Kamptotesin ¢ozeltileri, lakton formunu elde etmek i¢in pH
3’e, karboksilat formunu elde etmek i¢cin pH 10.5’e ayarlanmistir. Hazirlanan 6 farkl
konsantrasyonda ¢izilen kalibrasyon dogrulari ve bu dogrulara iliskin denklemler
Sekil 4.8 ve 4.9°da verilmistir. Validasyon parametrelerinden regresyon katsayisi (%)
lakton ve karboksilat formlar1 i¢in sirasiyla 0.9999 ve 0.9995 olarak hesaplanmustir.
Bu degerler ile ¢alisilan aralikta kamptotesin i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusunun
dogrusallig1 gosterilmistir. Bu kapsamda ayrica tekrar edilebilirlik, tekrar elde
edilebilirlik ve giinler aras1 farklilik ile analiz siiresince stabilite, gdzlenebilirlik simnir1
ve alt tayin limiti saptanmistir. Elde edilen degerlere iliskin varyasyon katsayilar ile
tayinin hassas ve tekrarlanabilir oldugu kanitlanmis, ayrica formiilasyonlarda
kullanilacak maddelerin ve ortamlarin analiz esnasinda birbiriyle herhangi bir girisim

olusturmadig1 da Boliim 3.1.4.2.°de anlatildig1 sekilde gosterilmistir.

Tez ¢alismalarimizda, kamptotesinin aktif lakton formu ve inaktif karboksilat
formu i¢cin  yaptigimiz  bu  analitik  yOntemin  validasyon = sonugclari
degerlendirildiginde, bilimsel giivenirliligi olan bu HPLC metodunun, kamptotesinin
kantitatif miktar tayini gerektiren tiim deneysel asamalarinda kullanilabilecek bir

yontem oldugu gosterilmistir.
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5.2. Kamptotesinin Hidroliz Kinetiginin Belirlenmesi

Kamptotesin, fizyolojik pH’da hidrolize ugrayarak aktif lakton formundan
maktif ve toksik karboksilat formuna doniismektedir. Bu nedenle, etkin maddenin
kendisinin fizyolojik pH’da stabilitesinin degerlendirilmesi amaciyla, hidroliz
kinetiginin belirlenmesine yonelik calismalar yapilmistir. Boliim 3.1.5°de anlatildig:
sekilde yapilan hidroliz kinetigi calismasinda, kamptotesinin PBS pH 7.4 i¢indeki
lakton miktar1 4. saat sonunda % 20’ye diismiistiir. Bu sartlarda tez kapsaminda
yapilan ¢aligmada, kamptotesinin, 37°C’de PBS pH 7.4 ortaminda yarilanma omrii

birinci derece reaksiyonlara gore hesaplanmis ve 107 dk olarak bulunmustur.

Literatiirde farkli sartlar altinda kamptotesin i¢in hidroliz kinetigi ¢alismalar1
yapilmistir. Ertl ve dig. (158) tarafindan yapilan bir ¢alismada kamptotesinin, PBS
icinde, 25°C’de yarilanma 6mrii 76 dk olarak hesaplanmistir. Chourpa ve dig. (199)
tarafindan pH 7.3’de yapilan bir caligmada ise kamptotesinin lakton formunun

yarilanma 6mrii 29.441.7 dk olarak bulunmustur.

Tez calismalarinda, siklodekstrinler ile inkliizyon kompleksleri hazirlanarak
kamptotesinin stabilite probleminin ¢6zliimiine yonelik caligmalarda ve girisimlerde
bulunulmustur. Hazirlanan komplekslerin nanopartikiillere enkapsiile edilmesiyle de
in vitro salim sirasinda, nanopartikiillerden kamptotesinin aktif lakton formu

korunmaya caligilmistir.

Tyner ve dig. (175) tarafindan yapilan ¢aligmada ise kamptotesinin, siikroz
aspartat siirfaktan misellerine katildigi, bu misellerin daha sonra katyonik Mg-Al cift
tabakali hidroksitlerle birlestirilerek fizyolojik sartlarda stabilitesinin korunmasimnin

basarildig: bildirilmektedir.

5.3. Faz Coziiniirliik Calismalan

Faz c¢ozinirlik caligmalari, inkliizyon kompleksi olusturma ve
karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilan temel deneysel yontemlerden birisidir ve
bu yontem ile siklodekstrinin ¢oziiniirlestirici etkisi tayin edilmektedir. K;.; degeri

olarak verilen sabite, etkin maddenin siklodekstrine olan afinitesinin bir gostergesidir
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ve bu degerin biiylik olmasi etkin maddenin siklodekstrine afinitesinin yiiksek
bulunduguna, dolayisiyla olusan kompleksin dayanikli olduguna isaret etmektedir.
Calismalarmmizda, faz ¢oziiniirliikk calismasi dogal siklodekstrinler olan HP-B-CD ve
B-CD ile gergeklestirilmistir. Dogal siklodekstrinler, konuk ilag molekiilleri ile
inkllizyon kompleksi olusturarak, onlarm ¢Oziiniirliiklerini  6nemli 0dlgiide
artrrmaktadirlar (91). Amfifilik siklodekstrinlerden olan 6-O-Capro-fCD ve B-
CDC6’in bu caligmaya almmamasmin nedeni bu tip inkliizyon komplekslerinden
etkin maddenin ¢6ziiniirligiiniin artmasinin beklenmemesidir, zira, bu komplekslerin

asil amac1 kendiliginden nanopartikiil olusturmalaridir (117).

Bu tez kapsaminda B6liim 3.1.6’da anlatildig1 sekilde yapilan faz ¢oziiniirliik
calismasinda, kamptotesinin HP-B-CD i¢in K., degeri 233.75 M bulunurken p-CD
icin 138.89 M olarak hesaplanmustir. Bu degerler karsilastirildiginda, kamptotesinin
HP-B-CD’e olan afinitesinin daha yiiksek oldugu agikca goriilmektedir, bu nedenle
de deneysel calismalarda dogal siklodekstrin olarak HP-B-CD kullanilmasma karar
verilmistir. HP-B-CD ve B-CD i¢in faz ¢Oziniirlik diyagramlari Ap seklinde
bulunmustur. Bu diyagram bize, siklodekstrin konsantrasyonuna bagli olarak etkin

maddenin ¢6ziiniirliigiiniin dogrusal olarak artirdigin1 géstermektedir.

5.4. Hazirlanan Komplekslerin Karakterizasyonu

Ev sahibi molekiiller olarak davranan siklodekstrinler, hidrofobik kaviteleri
icerisine apolar molekiilleri hapsetme ve dolayisi ile konuk molekiillerin sudaki
cOziiniirligli, c¢oziinme hizi, stabilitesi gibi fizikokimyasal karakteristiklerini
modifiye etme yetenegine sahiptirler (90). Bu nedenle, etkin maddenin
siklodekstrinler ile inkliizyon komplekslerinin hazirlandigini tespit edebilmek icin
elde edilen komplekslerin fizikokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi gerekmektedir
(95). Bu tez calismasi kapsaminda, suda ¢Oziinilirlik ve stabilite problemi olan
kamptotesinin amfifilik siklodekstrinlerden 6-O-Capro-fCD ve B-CDC6 ile; dogal
siklodekstrinlerden HP-B-CD ile 1:1 molar oranlarda inkliizyon kompleksleri
hazirlanmig ve karakterize edilmistir. Hazirlanan komplekslerin karakterizasyon
alismalar;, Bolim 3.1.8°de anlatildigi sekilde FT-IR spektrumu, 'H-NMR

spektrumu, DSC ve SEM analizleri ile gerceklestirilmistir. Hazirlanan komplekslere
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iligkin bulgular; kamptotesin, siklodekstrinler ve kamptotesin ile siklodekstrinlerin
komplekslerdeki miktarlarmin basit olarak karistirilmasi ile hazirlanan fiziksel

karisimlar1 ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Etkin madde ile siklodekstrin arasindaki etkilesimin degerlendirildigi 6nemli
bir yontem olan FT-IR spektroskopisi ile, inkliizyon kompleksleri i¢indeki
kamptotesine iligkin IR bantlarinin siddetinde degisiklikler gozlenmistir (82).
Kompleks i¢indeki etkin maddenin karakteristik spektrumlarindaki kiigiilme veya
kaybolma kamptotesinin serbest halde kalmadigin1 veya ¢ok az sayida molekiiliin
serbest olarak kaldigin1 gostermektedir. Inkliizyon kompleksi olusumu sonucu,
kamptotesine iliskin FT-IR spektrumunda goriilen degisiklikler su sekilde

Ozetlenebilmektedir:

e 1600-1500 cm™’de aromatik halkaya iliskin C=C rezonans cifte bag gerilim

bantlari,
e 1600-1700 cm™’de yapiya 6zgii aromatik halka bantlari,
e 1760 cm™’de lakton piki

kaybolmustur. Bantlarda goriilen bu farkliliklar, olusan komplekslerin etkin
maddeden daha farkli kimyasal yapiya sahip olduklarin1 gosterirken, etkin maddenin
karakteristik spektrumlardaki kaybolmalar da etkin maddenin serbest halde
bulunmadigin1 gostermektedir. Bu durum bize, inkliizyon kompleksinin basari ile
hazirlandigma isaret etmektedir. Ayrica, piklerde gozlenen bu kayma ve degisiklikler
etkin madde ve siklodekstrinler arasinda kimyasal bir etkilesim oldugu seklinde de

yorumlanabilmektedir.

'H-NMR spektroskopisi, inkliizyon kompleksleri hakkinda énemli bilgiler
veren yontemlerden birisidir. Inkliizyon kompleksi olusumu sonrasi, konuk ilag
molekiilleri kavite icerisine girdikleri zaman, kavitenin i¢ kismindaki H-3 ve H-5
protonlarmna iliskin 'H-NMR spektrumlarinda kayma gozlenirken; siklodekstrin
kavitesinin dis kismmda yer alan H-1, H-2 ve H-4 protonlar1 bu durumdan
etkilenmemektedir. Bu acidan degerlendirildiginde, kamptotesin ile kompleks
olusumu sonras1 6-O-Capro-BCD, B-CDC6 ve HP-B-CD spektrumunda, H-3 ve H-5

protonlarma iliskin sinyallerde kaymalar oldugu goézlenmistir. Bu da kamptotesinin
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siklodekstrin kavitesine girdigi, dolayisiyla inkliizyon kompleksi olustugu anlamina

gelmektedir.

Inkliizyon komplekslerinin  termal davranislar, DSC analizi ile
degerlendirilmistir. DSC analizi, fiziksel karisimlarin ve etkin madde:siklodekstrin
inkliizyon komplekslerinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan ve sistem
icerisinde etkin madde molekiiliiniin serbest veya bagli durumda bulundugunu
gosteren bir tekniktir. Komplekslerde etkin maddenin erime pikinin kaybolmasi,
ortamda serbest halde bulunmadigmni gdstermektedir. Inkliizyon komplekslerine
iliskin DSC termogramlarinda, 264-267°C’de goriilen kamptotesine iliskin erime
endoterminin tamamen kayboldugu goriilmektedir. Bu sonug, ortamda kamptotesinin
serbest kristal halde bulunmadigini aciklamaktadir. Yine aymi sekilde, inkliizyon
komplekslerine iligskin piklerin fiziksel karisimdan farkli olmasi komplekslerin basari
ile hazirlandigim1  gostermektedir. Liyofilizasyon islemi, kamptotesinin kristal
ozelliklerini degistirmis ve erime pikini maskelemis olabilir. Inkliizyon kompleksi
olusturulurken kullanilan koliyofilizasyon prosediiriinde, kamptotesin absolii alkolde
¢cOzilindiiriilmiis, iki kat1 hacimdeki distile su ic¢ine ilave edilmis, karistirilmis ve
organik ¢oziicli rotovaporda ucurulduktan sonra liyofilize edilmis ve kamptotesin
kat1 toz halde elde edilmistir. Boylece kristal degisikligine bagli erime pikinin

maskelenme olasilig1 ortadan kaldirilmastir.

Kamptotesin, HP-B-CD, B-CDC6, 6-O-Capro-BCD ve hazirlanan
komplekslerin kristal yapilari, SEM analizi ile Boliim 3.1.8.3’te anlatildig1 sekilde
incelenmistir. SEM goriintiileme teknigi ile incelemeler sonucunda, kamptotesinin
monoklonal, B-CDC6’nin hekzagonal, HP-B-CD’in amorf, 6-O-Capro-CD’in
kiiresel yapida oldugu hazirlanan komplekslerin ise planar (diizlemsel) yapida
olduklar1 izlenmistir. Komplekslerin farkli kristal yapida olmasi, onlarm karakteristik
ozelliklerinin etkin maddeden ve siklodekstrinlerden farkli oldugunu gostermektedir.
Komplekslerde, ayrica, komplekslesmemis kristalize serbest kamptotesin yapilari

mevcut degildir.

Biitin  bu yOntemler kompleks olusumunun gosterilmesi acisindan,
birbirlerini dogrulamak veya desteklemek amaciyla kullanilmistir. Bu analiz

sonuglar1 degerlendirildiginde ise, kamptotesinin dogal ve amfifilik siklodekstrinlerle
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inkliizyon komplekslerinin basariyla hazirlandigr sonucuna ulagmak miimkiindiir.
Sonug¢ olarak, bu bulgular bize, kamptotesinin siklodekstrin kavitesi igerisine

girdigini ya da uzun alkil zincirlerinin arasinda hapsoldugunu gostermektedir.
5.5. Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Literatiirde yapilan calismalarda, amfifilik siklodekstrin molekiillerinin kendi
kendine bir araya gelerek nanopartikiiler kolloidal tasiyici sistem olusturduklari
bildirilmistir (104, 119). Amfifilik siklodekstrinler ile nanokiire ve nanokapsiillerin
hazirlanmasinda nanopresipitasyon yontemi kullanilarak, siirfaktan igermeyen
durumda bile nanopartikiillerin kendiliginden olustugu bir¢cok ¢alismada
gosterilmistir (104, 119, 120, 124). Literatiirde, nanopresipitasyon yontemi (74, 200)
ve emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma yontemleri (75) ile primer veya sekonder yiizii
modifiye edilmis amfifilik B-siklodekstrin tiirevleri kullanilarak hazirlanan

nanopartikiil formiilasyonlarina iliskin ¢alismalar bulunmaktadir.

Nanopartikiill hazirlamada, farkli amfifilik [-siklodekstrin tiirevleri
kullanilmis olup, agirlikli olarak caligmalarda primer yiizii modifiye edilmis amfifilik
B-siklodekstrin olan 6-O-Capro-BCD ve sekonder yiizii modifiye edilmis amfifilik -
siklodekstrin B-CDC6 {iizerinde calisilmistir. Bu tiirevlerin kullanilmasinin nedenleri
olarak nanokiire ve nanokapsiil hazirlamada yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesine sahip
olmalari, hazirlama esnasinda herhangi bir siirfaktana ihtiyag duyulmadan
nanopartikiillerin ~ inkliizyon = kompleksinden = hareketle  direkt  olarak
hazirlanabilmeleri ve geciktirilmis ani salim (burst effect) saglayabilmeleri
siralanabilir. Calismalarimizda, dogal bir siklodekstrin olan HP-B-CD kullanilarak
hazirlanan  komplekslerden  hareketle, PLGA ve PCL  polimerleriyle
nanopresipitasyon metoduna gore polimerik nanopartikiiller hazirlanmistir. PLGA ve
PCL polimerleri biyopargalanir, biyouyumlu ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(FDA) tarafindan onayli olmalarindan dolayi, tez calismamizda gelistirilecek
nanopartikiill formiilasyonlarinda kullanilmak iizere secilmistir. PLGA nin asidik
mikroikliminin, sagladigi diisik pH ile kamptotesinin aktif lakton formunda
bulunmasini saglamasi acisindan biiyiik istiinliik olusturdugu distiniilmektedir

(170).
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Amfifilik B-siklodekstrin nanokiireleri ilk kez Skiba ve dig. (201) tarafindan
hazirlanmig ve bu konudaki ¢aligmalar1 patentlenmistir. Yapilan bu ¢aligmalarda, O,
ve O3 pozisyonlarma farkli uzunluklarda (C2’den Cl4’e) acil gruplar1 eklenmis
sekonder yiiz modifiye B-siklodekstrinler sentezlenerek, nanopresipitasyon yontemi
ile etkin madde ytiklii veya bos nanokiireler hazirlanmistir. Amfifilik B-siklodekstrin
nanokiirelere yiiklenen diger ilag molekiilleri arasinda, progesteron (104), bifonazol,
klotrimazol (202), hidrokortizon, progesteron, testosteron ve doksorubisin HCI (104)
yer almaktadir. Yapilan bazi caligmalarda, modifikasyon i¢in eklenen farkli
uzunluktaki acil gruplarinin ve kullanilan siirfaktan tiiriiniin, nanokiirelerin partikiil
boyutu, fizikokimyasal 6zelikleri ve stabilitesi iizerine etkileri incelenmistir (106,

124, 201).

Amfifilik B-siklodekstrin nanokiirelerinin pH 1-11 arasinda fiziksel
stabilitesinin 1yi olmasi nedeni ile bu formiilasyonlarin oral, okiiler ve 1iv.

uygulamalar i¢in uygun oldugu literatiirde belirtilmektedir (106).

Memisoglu-Bilensoy ve dig. (110) tarafindan yapilan c¢alismada,
kemoterapotik etkili etkin madde iceren amfifilik B-siklodekstrin nanokiire ve
nanokapstillerine iligkin ¢alismalarin ve konuya ilginin arttigi goriilmektedir. Bu
amacla yapilan calismalarda, nanopartikiil hazirlamada farkli siklodekstrin tiirevleri
kullanilmis ise de, ¢alismalarin agirlikli olarak 6-O-Capro-BCD ve B-CDC6 iizerinde
yogunlastig1 dikkat cekmektedir (70, 110, 117, 123, 124).

Bilensoy ve dig. (118) tarafindan amfifilik B-siklodekstrin nanopartikiilleri
kontrollii salim ozellikleri gostermekte olup, bu nanopartikiillerle kemoterapotik
etkili tamoksifen sitratla alt1 saate kadar ve paklitakselle ise kirksekiz saate kadar
uzatilmig salim profilleri elde edilmistir. Ayni arastirmaci tarafindan hazirlanan,
tamoksifen sitrat iceren B-CDC6 nanopartikiillerine iliskin olarak in vitro
karakterizasyon ve hiicre kiiltlirii calismalar1 gerceklestirilmis ve pozitif meme

kanseri tedavisinde {imit veren bir sistem olabilecegi gosterilmistir (123).

Bilensoy ve dig. (123) tarafindan yapilan bir diger calismada ise, yine
kemoterapoétik bir etkin madde olan paklitaksel yiiklii 6-O-Capro-BCD nanokiire ve
nanokapsiilleri hazirlanmig ve bu formiilasyonlar ile etkin maddede rekristalizasyona

rastlanmadig1 gosterilmistir. Bu 6nemli bir bulgudur, zira, paklitaksel uygulamas: ile
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ilgili en ciddi problemlerden birisinin maddenin sulu ortamda rekristalize olarak
cokmesi oldugu bilinmektedir. Boylece, paklitakselin ticari preparatinda bulunan
yardime1 ¢Oziiciiye bagh ciddi toksisite ve yan etki ise amfifilik B-siklodekstrin
nanopartikiilleri ile formiile edilerek giderilmeye c¢alisilmistir. Nanopartikiillerdeki
diisiik toksisite L1929 fare fibroblast hiicreleri iizerinde yapilan ¢alisma ve insan
kanmda yapilan hemoliz deneyleri ile gdsterilmis ve tasiyici sistemin ticari piyasada

bulunan sisteme gore belirgin derecede diisiik toksisite gosterdigi de kanitlanmistir.

Kemoterapide, EPR etkisi ile ila¢ hedeflendirmede, polimerik ilag tasiyici
sistemler siklikla kullanilmaktadir. Bu amagla, kullanilan polimerler arasinda PLGA
ve PCL onemli bir yer tutmaktadir. PLGA, FDA tarafindan insanlarda terapdtik
kullanim i¢in onaylanmis, biyopargalanir ve biyouyumlu bir polimerdir. Farkli
ilaclarin (hidrofobik ve hidrofilik) yiiklenmesine olanak saglayan gesitli tekniklerle
hazirlanma olanag1 vardir. PLGA ile istenilen biiylikliikte ve dayanikli
nanopartikiiller elde edebilmek icin siirfaktan kullanimi gereklidir. PCL ise,
biyoparcalanir yapida hidrofobik bir polimerdir ve farkli hazirlama teknikleri
kullanilarak nanopartikiiller hazirlanabilir. Ilk olarak, steroidlerin ve narkotik
analjeziklerin kontrollii saliminda kullanilmistir. Ayrica, parenteral ve implantasyon
yoluyla kullanimi vardir ve FDA tarafindan implante sistem eksipiyan1 olarak

onaylanmustir (37, 43).

Nanopresipitasyon metoduyla nanopartikiil hazirlama, ilk olarak Fessi ve dig.
(69) tarafindan kullanilmistir. Bu teknik hizli ve kolaydir, nanopartikiiller tek
basamakta kendiliginden olugmaktadir. Hazirlamada birbiriyle karismayan iki
¢oOziiciiye ihtiyag vardir. Polimerin ve etkin maddenin organik ¢oziiciide ¢éziinmesi
istenirken, sulu fazda ¢oziinmemesi tercih edilmektedir. Polimer ¢ozeltisi sulu faza
eklenince, organik ¢oziiciiniin ortamdan hizli bigimde uzaklagmasi istenmektedir.
Etkin madde enkapsiilasyonu i¢in polimer ¢ozeltisi, dispersiyon ortamina kolayca
difiize olmalidir. Bu metod ile, diisiikk polidispersite indeksli uygun partikiil
biiyiikliigline sahip nanopartikiiller (100300 nm) elde etmek miimkiindiir. Enjekte
edilebilir ~ nanopartikiiler  tasiyic1  sistemlerin  gelistirilmesinde,  partikiil
biiytikligliniin, sistemin etkinligini etkileyen en 6nemli parametrelerden birisi olmasi1
nedeniyle, partikiil biiylikliigii uygun boyutta (<400 nm) olan ve bu sekilde makrofaj

alimi1 azaltilarak kan dolasiminda kalma siireleri uzatilmis ilag tasiyici sistemlerin
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gelistirilmesi onem kazanmaktadir. Polidispersite indeksi, partikiil biiyiikligi
dagilimi hakkinda bilgi veren bir parametredir ve 0.2°’nin altinda goriilen
polidispersite indeksi degerleri, homojen nanopartikiil dispersiyonlarmnin olustuguna
isaret etmektedir. Bu yontem ile nanokiire hazirlamada, PLGA, seliiloz tiirevleri,
PCL gibi genis grup polimerlerle ¢alisilabilir, ayrica, bu metod gelismis karistirma
teknigi, sonikasyon veya yiliksek sicaklik gerektirmemektedir. Hatta, her zaman
siirfaktana ihtiya¢c duyulmayabilir ve en Onemlisi toksik organik ¢oziicii kullanma
geregi bulunmamaktadir ve bu teknik hidrofobik etkin maddeler i¢in daha uygun
bulunmaktadir. Suda az ¢6ziinen; etanol, aseton gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziinen
maddelerle de % 100 oranlarinda enkapsiilasyon etkinligine ulasilabilmektedir (40,
74). Son yillarda, suda ¢oziinen ilaglarla yapilan ¢calismalarla da umut verici sonuglar
elde edilmistir. Prokain hidrokloriir ile yapilan bir ¢calismada (177) dis faz pH’s1
ayarlanarak etkin maddenin iyonizasyonu azaltilmis ve su fazina kacgisi1 engellenerek
enkapsiilasyonu saglanmistir. Yoo ve dig. tarafindan yapilan bir ¢alismada (203)
orijinal metod modifiye edilerek lizozim enkapsiile edilmistir. Bu ¢alismada, protein
ve polimer (PLGA) igeren DMSO c¢ozeltisi, poloksamer 407 igeren sulu faza ilave
edilmistir. Bu yontemde etanol, aseton gibi sik kullanilan ¢oziiciiler disinda bir

¢oziicii kullanilarak daha hidrofilik etkin maddeler i¢in yeni bir yol a¢ilmistir.

5.6. Hazirlanan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Bu boéliimde, hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 tiizerinde yapilan
karakterizasyon c¢alismalar1 ve sonuglar1 degerlendirilecektir. Bu amagcla, partikiil
biiytikligli ve dagilimi analizi, zeta potansiyel 6l¢iimii, SEM ve AFM analizleri,
nanopartikiillere yiiklenen kamptotesin miktar1 tayini ve in vitro salim deneyleri

tartigilmistr.
5.6.1. Partikiil Bityiikliigii Dagilim

Nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii analizi, Bolim 3.1.9.3.1°de agiklandigi
sekilde yapilmistir. Partikiil biiylikligl, yar1 elastik 151k sagilmasi yontemi (QELS)
ile 173°C’lik sacilma acis1 kullanilarak tespit edilmistir. Bu yontem ile partikiil

biiytikliigli analizi, partikiillerin, dispersiyon ortamini olusturan molekiiller tarafindan
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bombardimanindan kaynaklanan Brown hareketlerinin partikiil biytkligi ile
iligkilendirilmesine dayanmaktadir, genellikle, partikiil boyutundaki ve ortam

viskozitesindeki artisa bagli olarak, partikiillerin hizinda azalma goériilmektedir.

Bilindigi tizere, enjekte edilebilir nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin
formiilasyonlarinda partikiil biiylikliigii, sistemin etkinligini belirleyen O6nemli
parametrelerden birisidir. CPT:B-CDC6 kompleksiyle hazirlanan nanopartikiillerin
partikiil biiytikliikleri 142 nm, CPT:6-O-Capro-fCD nanopartikiilleri i¢in 271 nm,
PLGA ve PCL nanopartikiilleri i¢in ise swasiyla 187 nm ve 274 nm olarak
bulunmustur. Bos nanopartikiillerin ve kamptotesin yiiklii nanopartikiillerin partikiil
biiyiikliikleri incelendiginde, nanopartikiillere etkin madde yliklenmesiyle partikiil
biiytikliiklerinin arttigi gorilmiistiir. Bu durumun nedeni, yiiksek yiikleme sonucu
hem amfifilik B-siklodekstrin kavitesi igerisinde, hem de hidrofobik alkil zincirlerine
takilmis sekilde bulunan kamptotesin molekiillerinin partikiil biiyiikliigii artisma yol
acmasidir. Etkin madde molekiilii, amfifilik siklodekstrin i¢ine girdigi zaman uzun
alkil zincirlerinin yoniinii ve esnekligini degistirmektedir. Konuk ilag molekiillerinin
bulunmasi, amfifilik siklodekstrinin ylizey alanmi artrmakta ve bu etki de
araylizeydeki amfifilik siklodekstrinin uzun alkil zincirlerinin durus o6zelligini
etkilemektedir. On yiikleme teknigi ile, amfifilik p-siklodekstrin molekiiliine ilag
asosiyasyonu esas olarak matriks igerisinde dispersiyon yolu ile gergeklesirken,
yiiksek yiikleme sonucu hem matriks dispersiyonu hem de ylizeye adsorpsiyon
gozlenmektedir. Bu nedenle, nanopartikiillere etkin madde enkapsiile edilmesi
partikiil biliytikliigiinde artiglara neden olmaktadir. Bu veriler, daha 6nce amfifilik
siklodekstrin molekiilleriyle ¢alisan arastiricilarin bulgular1 ile ortiismektedir (104,

119).

Partikiil buytkligi ayrica, nanopartikiillerin filtrasyonla sterilizasyonu
acisindan da 6nem tasimaktadir. Bu agidan diisiiniildiigiinde, CPT:B-CDC6 ve PLGA
ile hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri filtrasyonla sterilizasyon i¢in
uygun bulunurken, CPT:6-O-Capro-BCD ve PCL ile hazirlanan nanopartikiiller ise
boyutlar1 nedeniyle, filtrasyon sterilizasyonu i¢in uygun bulunmamistir. Ayrica,
hazirlanan nanopartikiiller, s6z konusu parametreler i¢in, enjekte edilebilirlik

acisindan da uygun bulunmustur. Polidispersite indeksi diisiik olan formiilasyonlar,
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partikiil blyiikligli acisindan homojen olan dagilimlardir. Tez kapsaminda
hazirlanan kamptotesin yiiklii nanopartikiillerin diisiik polidispersite indeksli, uygun
partikiil  biiyiikliigiine sahip formiilasyonlar (150-300 nm arasi) olduklar:
gosterilmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin RES’den kagisi, bu nanopartikiillerin
hedef doku ya da organa ulasabilmesi agisindan 6nemlidir, bilindigi gibi partikiil
biiyiikliigii 400 nm’nin altindaki molekiiller RES’den kacabilmekteyse de (118), 200
nm’nin alta inildiginde RES’den kagis daha kesin olabilmektedir, calismamizda, bu
gerekge g6z Oniine almarak, kan dolasiminda uzun siire kalabilen nanopartikiillerin

hazirlanmas1 hedeflenmistir.

Timor kan damarlarmin, hizli bir sekilde ¢ogalan endotel hiicrelere, bag
dokusu eksikligine, bozulmus membran olusumuna sahip oldugu bilinmektedir
(204). Timor hiicrelerinin, oksijene ve besinlere olan artan ihtiyact sonucu, vaskiiler
sisteminin gecirgenliginde artis gdzlenmektedir ki, tiimor hiicrelerinde gdzlenen bu
duruma, artan gecirgenlik ve tutulma etkisi (EPR - enhanced permeability and
retention effect) ad1 verilmektedir. Bu hiicrelerin, artmis oksijen ve besin ihtiyacina
bagl olarak, hiicreleri ¢evreleyen vaskiiler sistemde goriilen EPR etkisi, kiigiik
nanopartikiillerin tiimor bdlgesine daha hizli penetre olabilmelerini saglamaktadir

(205).

Partikiil biyiikliigli ve ylizey alami toksikolojik ag¢idan da Onemli
ozelliklerdendir, zira partikiil biiyiikligii kiiciildiik¢e ylizey alani biiylimektedir. Bu
durum da, atom ve molekiillerin i¢ kistmdan ¢ok yilizeyde toplanmasina neden
olmaktadir, yiizey alan arttikca partikiiliin yiizeyindeki potansiyel reaktif gruplarin
sayist da yani, toksikolojik etkilere yol acabilecek gruplarin sayisi artmaktadir (206).
Bu nedenlerle, nanopartikiillerde partikiil biiyiikligliniin gereksiz kiiciiltiilmesi

giivenilirlik agisindan istenmeyen bir durum olarak diisiiniilmektedir.

5.6.2. Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Nanopartikiillerin zeta potansiyel analizleri, Boliim 3.1.9.3.2.’te anlatildig:
sekilde yapilmis ve sonuglar Tablo 4.8’de sunulmustur. Kolloidal sistemdeki her

partikiiliin etrafinda elektriksel bir ¢ifte tabaka bulunmaktadir. Zeta potansiyel, bu
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cifte tabakanmn dis kisimda yer alan difiizyon tabakasindaki elektriksel potansiyel
degerini agiklamaktadir. Malvern zetasizer ile elektriksel alan icerisinde bulunan
yiikli partikiillerin elektroforetik hareketliligi, lazer dopler elektroforez yontemi ile

Olciilebilmektedir.

Partikiiler sistemlerin ylizey yiikii, genellikle zeta potansiyel 6l¢limii ile tespit
edilmektedir. Zeta potansiyel analizleri; kolloidal stabilitenin degerlendirilmesi ve in
vivo uygulamalarda partikiilin sahip oldugu yiizey yiikiiniin 6nemi nedeniyle
incelenmelidir ve Olglilen yiizey yiikiiniin degeri, partikiiliin uzun siireli stabilitesinin
tahmini icin 6nemli bulunmaktadir. Bir siispansiyon i¢indeki partikiillerin sahip
oldugu yiiksek pozitif veya negatif zeta potansiyel degerleri, partikiillerin birbirini
itmesi ile sonuglanmakta ve bu durum partikiillerin bir araya gelme egilimine engel
olmaktadir. Diger bir deyisle, partikiillerin diisiik zeta potansiyel degerlerine sahip
olmasi, partikiillerin bir araya gelmesini engelleyecek kuvvetin ortadan kalkmasi ve

partikiillerin flokiilasyonu ile sonu¢lanmaktadir (207).

Yiizey yiikii, nanopartikiillerin dayaniklilig1 agisindan oldugu kadar biyolojik
dokularla etkilesmesi ve hiicre icine alinmasi agisindan da Onemlidir.
Nanopartikiillerin yiizey Ozellikleri, makrofajlar tarafindan fagosite edilme
ozelliklerini etkilemektedir. Sifira yakin zeta potansiyeli olan partikiillerin fagositoz
ile alim1 yiiklii partikiillere, 6zellikle, pozitif zeta potansiyele sahip partikiillere
kiyasla daha azdir.

Caligmalarimizda, kamptotesin yiikli B-CDC6 nanopartikiillerinin zeta
potansiyelleri -22, standart sapmas1 0.7; 6-O-Capro-BCD nanopartikiillerinin ise zeta
potansiyelleri -13, standart sapmasi 0.9 olarak bulunmustur. PLGA ile hazirlanan
nanopartikiillerin zeta potansiyelleri ise -0.06, standart sapmasi 1; PCL ile hazirlanan

nanopartikiillerin zeta potansiyelleri -19, standart sapmasi1 0.2 olarak bulunmustur.

Durum, hiicre i¢ine alinmasi agisindan degerlendirildiginde, 6-O-Capro-BCD,
B-CDC6 ve PCL nanopartikiilleri negatif yiiklii oldugu i¢in, PLGA nanopartikiilleri
ise sifira yakin yiikkte oldugu i¢in zeta potansiyel degerleri acisindan uygun

bulunmustur.
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5.6.3. Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

5.6.3.1. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) ve Atomik Gii¢ Mikroskop
(AFM) Analizi

Hazirlanan nanopartikiillerin = Bolim 3.1.9.3.3.’te anlatildig1  sekilde
gerceklestirilen SEM ve AFM incelemelerinde, tiim Orneklerdeki partikiillerin
kiiresel ve diizgiin yiizeyli olduklar1 goriilmiistiir. SEM fotograflari ¢ekimi sirasinda
uygulanan yiiksek elektron bombardimani, siklodekstrinlerin yapisma zarar verdigi

icin goriintiilerin netlikleri beklenen diizeyde olmamistir.

5.6.4. Tla¢ Yiikleme Etkinliginin Degerlendirilmesi

Kamptotesinin nanopartikiillere hapsolma karakteristikleri; hapsolan ilag
miktar1 (pg), asosiye ila¢ ylizdesi ve hapsolma etkinligi (ug ilag/mg siklodekstrin)
acisindan valide edilmis bir HPLC metodu (VK<%2) kullanilarak B6liim 3.1.9.4°de
belirtildigi sekilde degerlendirildiginde, yiiksek ylikleme teknigi ile hazirlanmis
amfifilik [ siklodekstrin nanopartikiillerinin yiikleme etkinliginin, polimerik

nanopartikiillere gore daha yiliksek oldugu goriilmiistiir.

Calismalarimizda kullanilan amfifilik siklodekstrinler uzun alifatik zincirlere
sahiptir ve bu alifatik zincirler sayesinde, amfifilik siklodekstrinler dogal
siklodekstrinlere kiyasla hidrofobik etkin maddelerle etkilesimde bulunacak
hidrofobik bdlgelere sahip olmaktadir, bu nedenle de, inkliizyon kapasitelerinin

artirildigi diistiniilmektedir.

Deneysel ¢alismalarimizda hazirlamis oldugumuz nanopartikiillere yiiklenen
kamptotesin miktari, CPT:B-CDC6 nanopartikiilleri i¢in 28 pg (hapsolma etkinligi %
32, % asosiye ilag % 9); CPT:6-O-Capro-BCD i¢in 48 pg (hapsolma etkinligi % 57,
% asosiye ila¢ % 13) olarak hesaplanmistir. Suda ¢oziiniirliigii az olan kamptotesin
icin siklodekstrinlerle kompleks olusturularak ve yiiksek yiikleme teknigi
kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerde ila¢ yiikleme etkinliginin artirildigy,
hazirlama sirasinda ilag kayiplarinin azaltildig goriilmektedir. Tlag yiiklemesi iizerine

etki eden en onemli faktoriin yilikleme teknigi oldugu, yapilan bazi ¢aligmalarda
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arastrmacilar tarafindan belirtilmistir (119, 120). Yiiksek yiikleme teknigi ile
nanopartikiil hazirlama esnasinda asir1 miktarda ila¢ ortamda bulundugu i¢in daha

fazla ilacin hapsedilmesi saglanmaktadir.

Genel olarak, amfifilik B siklodekstrin nanopartikiillerinde etkin madde
yiikleme etkinligini belirleyen parametreler su sekilde belirtilmistir (119):

o Amfifilik siklodekstrinin kimyasal yapis1
e Yiikleme teknigi
e Ftkin maddenin siklodekstrine olan intrinsik afinitesi

e Etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri (elektrik yiikii, hidrofilik /
lipofilikligi gibi)

Tez c¢alismalarimizda, PLGA 1ile hazirlanan nanopartikiillerde hapsolan

kamptotesin miktar1 13 pug (hapsolma etkinligi % 6.6, % asosiye ilag % 2.6); PCL ile

hazirlanan nanopartikiillerde hapsolan kamptotesin miktar1 7 pg (hapsolma etkinligi

% 3.6, % asosiye ila¢ % 1.4) olarak bulunmustur.

Sonuglar gostermektedir ki, primer yiiz modifikasyonu yapilmis 6-O-Capro-
B-CD nanopartikiillerine yiiklenen ila¢ miktari, B-CDC6 nanopartikiillerine gore
onemli Olclide yiiksek bulunmustur. 6-O-Capro-BCD molekiiliinde primer yiiz
modifikasyonu gergeklestirilerek, kavitenin genis tarafi olan sekonder yiizii,
kamptotesin molekiiliiniin girisi i¢in acik birakilmistir. Bu sonuclar, sekonder yiiziin
modifiye edilmeden birakilmasi ile sterik engelin azaltilmasi ve genis bdlmedeki
kavitenin kamptotesinin kismen veya tamamen girisi i¢in agik birakilmasi ile
aciklanabilir. Diger taraftan, polimerik nanopartikiillerin HP-B-CD kompleksinden
hareketle hazirlanmasi, ila¢ yiikleme etkinliginde azalmaya yol agmistir. Bu durum,
kullanilan HP-B-CD inkliizyon kompleksi ile kamptotesinin sudaki ¢6ziiniirliigiiniin
artirllmig olmas1 ve nanopartikiil hazirlama sirasinda etkin maddenin dis sulu faza

kacisini artirarak, enkapsiilasyon oranini diistirmesi seklinde agiklanabilir.

PLGA nanopartikiillerinde PCL nanopartikiillerine kiyasla daha fazla ilag
yliklenmesi gergeklestirilebilmistir, bu durumun PLGA’nin PCL’ye gore daha

hidrofilik karakterde olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.
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Literatiirde, kamptotesin ile  hazirlanan  nanopartikiiler  sistemler
incelendiginde benzer ila¢ yiikleme degerlerine rastlanmistir. Kamptotesin ile yiiklii
nanopartikiilerin enkapsiilasyon etkinliginin genellikle % 10-40 arasinda bulundugu

tespit edilmistir (173, 178).

5.6.5. Nanopartikiillerden Kamptotesinin In Vitro Salim

Literatiirde, nanopartikiiler sistemlerden kamptotesine iliskin salim
calismalarinda genellikle salim ortami olarak PBS pH 7.4 kullanildig1 ve deneylerin
yatay calkalayicili su banyosunda 37°C’de gerceklestirildigi goriilmiistiir. Bu
calismalardan cogunda siirfaktan olarak Tween 80 kullanilarak sink kosullarin

saglanmas1 amag¢lanmistir (155, 158, 161).

Tez calismalarimizda, % 0.1 Tween 80 iceren PBS pH 7.4 salim ortami
icerisinde, sink kosullar altinda, farkli nanopartikiil formiilasyonlarindan
kamptotesinin in vitro salim profilleri Bolim 3.1.9.5.te aciklandig1 sekilde elde
edilmistir ve asagidaki sonuclara ulasilmistir; formiilasyonlar arasinda en uzun stireli
salim, amfifilik siklodekstrin inkliizyon kompleksinden hareketle hazirlanan yiiksek
yliklii nanopartikiil formiilasyonlarinda, en kisa silireli salim ise polimerik
nanopartikiil formiilasyonlarinda goézlenmistir ve yapilan istatistiksel inceleme
sonucu, nanopartikiillerden salinan kamptotesinin salim kinetiginin Higuchi
kinetigine uygunluk gosterdigi anlagilmistir. Bilindigi tlizere, Higuchi kinetigi

matriksten etkin madde salimin1 6ngdren bir kinetik modeldir.

CPT:B-CDC6 kompleksi kullanilarak  hazirlanan nanopartikiillerden
kamptotesin salim grafigi Sekil 4.31°de verildigi gibidir. Bu profile gore, ilk bes saat
icinde etkin maddenin % 50°si salinirken, 24. saat sonunda aktif formun % 81’1, 72.

saat sonunda ise % 95’1 salinmistir.

Salim verilerine gore, 6-O-Capro-BCD nanopartikiillerinde ilk bes saat i¢inde
kamptotesinin % 30’u, 24. saat sonunda % 48’1, 144. saat sonunda ise % 100’

salinmistir.
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PLGA kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerin salim grafigi incelendiginde,
ilk bir saat icinde etkin maddenin % 50’si, 48. saat sonunda % 100’iiniin salindig1

goriilmiistiir.

PCL nanopartikiillerinde ise ilk {i¢ saat i¢inde etkin maddenin % 70’1

salinirken, 24. saat sonunda kamptotesinin aktif formunun tamami salinmastir.

Calismalarimizda, tim formiilasyonlar i¢in, in vitro salim siiresi boyunca

kamptotesinin aktivitesinin korundugu ve ortamda stabil bulundugu gosterilmistir.

Inkliizyon kompleksinden hareketle hazirlanan nanopartikiillerden salim,
nanopartikiil ylizeyine adsorbe olan etkin maddenin ve nanopartikiiliin matriks
yapisindaki etkin maddenin salimi kadar siklodekstrin kavitesi igerisine hapsolmus
olan etkin maddenin zamana bagiml olarak inkliizyon kompleksinin kavitesinden
salim ortam1 ile yarigmali yer degistirmesi ile olmaktadir (110). Amfifilik
siklodekstrinlerin modifikasyon bdlgelerinin etkin madde salimmi biiyiik Olgiide
etkiledigi bilinmektedir. B-CDC6 nanopartikiillerinden kamptotesin salimi, 6-O-
Capro-B-CD nanopartikiillerine gore iki kat daha hizli olmustur, B-CDC6
nanopartikiillerinden ilacin % 50’si bes saatte salinirken, ayn1 orandaki salim 6-O-
Capro-B-CD nanopartikiillerinden yirmidort saatte olmustur. Yine, bu modifikasyon
bolgelerinin olusturdugu sterik engelden dolayr amfifilik siklodekstrinlerden etkin
madde saliminm polimerik nanopartikiillere kiyasla daha uzun siirede tamamlandig1

tespit edilmistir.

PLGA nanopartikiillerinden salim, PCL nanopartikiillerine gére daha yavas
ve uzun siirede gerceklesmistir. Polimerik nanopartikiillerden etkin madde salimini,
kamptotesin-polimer etkilesimi ile polimerlerin hidrofobikliginin etkiledigi

diistiniilmektedir.

Siklodekstrin nanopartikiillerinde etkin maddenin hem siklodekstrin
kavitesine hem de nanopartikiillerin ylizeyine adsorbe olmasindan dolayr salim
bifazik olmaktadir. Ilk asamada, yiizeye yakin olan ya da yiizeyde yer alan etkin
maddenin salim ortamina ge¢cmesiyle ani salim goriilmekte, takiben, kontrollii ilag
salimi olmaktadir. Literatiirde, amfifilik siklodekstrin nanopartikiillerinden etkin
madde saliminin esas olarak etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine bagl

oldugu bildirilmistir(120).
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Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, kamptotesinin ani salim etkisi
gostermemesi nanopartikiillerin hedef dokuya ulasincaya kadar ilacin 6nemli
miktarim1 kaybetmeyecegine isaret etmektedir, bu da, ilacin hedef bolgeye etkin
bi¢imde tasmmasi acisndan dnemli olacaktir. Implante edilebilen sistemlerde ise
etkin madde hedef bolgeye en yakin konuma yerlestirildigi i¢in bu sekilde bir
tasinmaya ihtiyag duyulmamaktadir. Tezimiz sirasinda gelistirilen siklodekstrin
nanopartikiilleri ile kamptotesin salimi literatiirde yer alan dnceki ¢calismalara kiyasla

uzatilmis durumdadir.

Kunii ve dig. (173,178) tarafindan yapilan ¢aligmalarda, kitosan ve
PLA/(PEG-PPG-PEGQG) nanopartikiilleriyle kamptotesin salimmin swrasiyla 80 ve 24
saat slrdiigii gosterilmistir. Tyner ve dig. (175) tarafindan yapilan c¢alismada,
kamptotesin yiiklii nanohibritlerde ise etkin maddenin suda ¢oziiniirliigiiniin az

olmas1 nedeniyle salim 60 giinde tamamlandig1 bildirilmektedir.

Ertl ve dig. (158) tarafindan yapilan calismada, kamptotesin yiikli PLGA
mikrokiirelerinden ilag salimi bifazik model olusturmustur. Ilacin % 20-35’lik kismi
ani salim etkisi olustururken, ardindan % 40-75’lik kismi 160 saatlik siirede
salinmistir. Tong ve dig. (155) yaptig1 calismada ise yine PLGA mikrokiirelerinden
kamptotesin onbes giinde % 100’¢ yakin oranda salmmistir (155). Mikrokiire
formiilasyonlarindan salim, nanopartikiil formiilasyonlarma gore daha uzun siirede
tamamlanmaktadir. Genellikle, nanopartikiil formiilasyonlarmmdan ila¢ salim1 yiizey

alanlarinin daha genis olmasi nedeniyle, birkag saat i¢inde gerceklesmektedir (110).

5.6.6. 1.-929 Fare Fibroblast Hiicrelerinde Sitotoksisite Testi

Kamptotesin icermeyen [B-CDC6, 6-O-Capro-pCD, PLGA ve PCL
nanopartikiillerin ve kamptotesinin DMSO’daki ¢6zeltisinin hiicre canlilig1 tizerine
etkisi  caligmalar1  Bolim  3.1.9.6’da  belirtildigi  sekilde, nanopartikiil
formiilasyonlarmin sitotoksisitesinin tastyict sistemden kaynaklanip
kaynaklanmadigin1 tespit etmek i¢in yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda, bos
nanopartikiillerin 1:128 diliisyonda L1929 fare fibroblast hiicreleri tizerinde toksik etki

gostermedigi  bulunmustur. Hiicre canlilik oranlarmin tespitinde boyama
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yonteminden baska metabolik aktivite tayini, kirilma indeksi incelemesi gibi

yontemler de kullanilmaktadir.

Nanoformiilasyonlarin, ila¢ tasiyici sistem olarak kullanilmasi durumunda,
genellikle, tastyici sisteme yiiklenen etkin maddenin toksisitesindeki azalma iizerinde
durulurken, tastyicinin kendisinin olasi toksisitesi gdzardi edilmektedir. Aslinda, bu
tip uygulamalarda, olas1 toksik kalintilarin yol agabilecegi potansiyel lokal ve/veya
sistemik toksik yanit riski bulunmaktadir. Jong ve dig. (208) nanopartikiil
toksisitesine 1iliskin dort olast mekanizma bildirmektedirler ki bu mekanizmalar,
kimyasal ve pargalanma iirlinlerine iliskin toksisiteler ile bu nanopartikiillerin
endositozuna iligkin olan ve membran dagilma/¢6ziinmesi sonucu olasi toksisite

olarak siralanabilir.

Caligmalarimizda, kamptotesinin amfifilik siklodekstrin nanopartikiilleri,
daha diistik sitotoksisite gostermeleri agisindan, polimerik nanopartikiillere gére daha
istiin bulunmustur. Amfifilik siklodekstrinler ile nanopartikiiller hazirlanirken
sirfaktan kullanilmas1 gerekmemesi nedeniyle, siirfaktanin neden olabilecegi
toksisitenin ve nanopartikiillerin kompleman aktivasyonunun 6nemli bir Olgiide

engellenebilecegi diisiiniilmektedir.

5.6.7. Ilag Yiiklii Nanopartikiillerin Etkinlik Testi

Hazirlanan nanopartikiillerin ve kamptotesinin DMSO icindeki ¢ozeltisinin
MCF-7 meme kanseri hiicrelerine kars1 antikanser aktivite tayinleri B6liim 3.1.9.7°de
belirtildigi sekilde yapilmistir. Kamptotesinin DMSO igindeki ¢ozeltisi ile tedavisi
sonrast 1:128 diliisyonda hiicre canlilig1 % 65 iken; 6-O-Capro-BCD i¢in % 56, -
CDC6 i¢in % 61, PLGA i¢in % 81, PCL i¢in % 68 olarak bulunmustur. Bu sonuglar
bize, kamptotesinin nanopartikiiler sistemdeki aktivitesinin ¢ozelti formu ile esit

derecede ve hatta daha etkili oldugunu gostermektedir.

Bulunan veriler bize, kamptotesinin etkisinin, amfifilik siklodekstrinlere,
ozellikle de 6-O-Capro-B-CD’e enkapsiile edilmesiyle daha fazla olabilecegini
diisiindiirmektedir. Orneklerin MCF-7 hiicreleri ile inkiibasyon siiresi, etkin

maddenin salim ortamima gegmesi i¢in yeterli bulunmustur. Deneysel ¢alismalar da,
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amfifilik siklodekstrin nanopartikiillerinin, PLGA ve PCL nanopartikiillerine kiyasla
daha yiiksek antikanser etkinlik sagladigmi gostermistir. Bu durum, amfifilik
siklodekstrin nanopartikiillerine yliklenen kamptotesin miktarmnm, polimerik
nanopartikiillere yliklenen miktardan énemli 6l¢lide yiliksek olmasi ile agiklanabilir.
Nanopartikiillerde =~ goriilen  antikanser  aktivitenin,  tasiyict  sistemden
kaynaklanmadigi, etkin madde igermeyen nanopartikiillerin incelenmesi ile
gosterilmis ve etkin madde icermeyen nanopartikiillerin, L929 hiicreleri iizerinde

1/128 diliisyonda toksik olmadig1 anlagilmustir.

5.6.8. Olusturulan Tiimoériin Nanopartikiil Siispansiyonu ile Tedavi

Edilmesi

Kanser tedavisinde pek c¢ok antikanser ilag, ciddi yan etkilere ve
kemoterapide sorunlara yol agmaktadir, (17, 209) bunlar arasinda en 6nemlilerinden
birisi antikanser ilaglarin c¢ogunda goriilen suda ¢Oziiniirlik sorunudur (210).
Kamptotesinin biyogecimli ¢dziiclilerin ¢ogunda ¢oziiniirliigiiniin olmamasi, bu
ilacin oral, intravendz veya intramiiskiiler gibi konvansiyonel yollarla viicuda
uygulanmasinda sorunlara yol agmaktadir (153, 162). Bu nedenle, antikanser
ilaglarin ¢ogu intravendz uygulama icin yardimci ¢oziiciilerle formiile edilmek
zorundadir ve maalesef bu ¢6ziiciilerin de ¢ok ciddi toksisite sorunlarmni bulundugu
bilinmektedir. Buna ilaveten, kanser tedavisinde kullanilan etkin maddelerin ¢ogu,
dar terapotik aralik ve c¢Ozilniirlik problemlerine bagh olarak farmakokinetik
degiskenlik gostermektedir. Bu da, her birey i¢in uygulanan dozun normalize
edilmesini gerektirmektedir. Yine, antikanser ilaclarin genis dagilma hacmi olmasi
viicutta timor hiicrelerinin yanisira normal hiicrelere de etki ederek, saglikli
hiicrelere karsi sitotoksik etki gdstermelerine neden olmaktadir. Ayrica, kanser
hiicrelerinin fizyolojik bariyerlere ve hiicresel mekanizmalara bagl olarak farkl ilag
rezistansi gelistirme 6zelliklerinin bulunmasi kemoterapinin etkinligini biiyiik olciide

azaltmaktadir (147).

Literatiirde yapilan in vivo deneyde (194) kamptotesinin genis bir aralikta
(6rn. akciger, mide, yumurtalilk, meme, pankreas kanserleri) hayvan ve insan

tiimorlerinin  bliylimesini durdurma o6zelligine sahip oldugu ve L1210 Ilosemi
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hiicreleri ile muamele edilmis farelerin yasam siirelerini uzatmada ¢ok etkin oldugu

gosterilmistir.

Tezimiz kapsaminda, in vivo calismalarda, kan beyin engelinin sistemik
uygulanan ilaglarin tasmmasmi engellemesi nedeniyle, stereotaksi yOntemi
uygulanmistir. Bu teknik, 1994 yilinda kan beyin engelini agmak ve lokal uygulama
ile terapotik ajanin dagilimmi artirmak amaciyla beyin tiimorlerinin tedavisinde umut
vaat edici bir teknik olarak Onerilmistir (147). Bu teknikte, nanopartikiil
siispansiyonu Hamilton” siringa ile inflizyon pompasina yerlestirilmekte ve otomatik
olarak ayarlanan pompa sayesinde iki saat boyunca pozitif basing¢ altinda beyne
stirekli nanopartikiil slispansiyonu injeksiyonu gerceklestirilmektedir.
Deneylerimizde bu yontem ile, nanopartikiil siispansiyonu, sicanlarmn kafatasinda
olusturulan kii¢tik bir delik sayesinde intrakranial olarak uygulanmis, standart olarak
60 pL nanopartikiil siispansiyonu ile tedavi rejimi gerceklestirilmistir (211).
Nanopartikiil formiilasyonlar1 esit hacimde uygulandigindan her bir nanopartikiil
siispansiyonunda farkli konsantrasyonlarda kamptotesin uygulanmis, bu durum,

uygulanan formiilasyonlarin etkinliginin degerlendirilmesine olanak vermistir.

OL hiicrelerinin uygulanmasi ile Fischer 344 sicanlarinda % 100 tiimor
olusumu saglanmis, olusturulan tiimorler magnetik rezonans teknigi ile
goriintiilenmistir. Tedavi edilmeyen gruplarin yasam siiresi timor olusturulmasidan
sonra 20-30 giin olarak belirlenmistir. B-CDC6, PLGA ve PCL nanopartikiilleriyle
tedavide ortalama yasam siiresi 26 giinii ge¢mezken, 6-O-Capro-BCD ve yiiksek
konsantrasyondaki nanopartikiil siispansiyonu ile siganlar 40 giinden daha uzun siire
yasatilabilmistir.  Sonuglarm, 6-O-Capro-BCD  nanopartikiillerine  yiiklenen
kamptotesin miktarinin, diger nanopartikiillere yiliklenen miktardan 6nemli Glgiide

yiiksek olmasi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Elde edilen bulgular 1s1g1nda:

Bu tez calismasinda, giinlimiiziin en 6nemli hastaliklarindan ve 6nde
gelen 0liim nedenlerinden biri olan kanserin tedavisi i¢in yeni ve etkili
bir etkin madde olan kamptotesin ile nanopartikiiler ilag tasiyici
sistemler gelistirilmeye calisilmistir.

Kamptotesinin siklodekstrinlerle inkliizyon kompleksleri hazirlanarak
etkin maddeye iliskin ¢oziiniirliik ve stabilite sorunlar1 biiyiik 6lcilide
ortadan kaldirilabilmistir.

Hazirlanan siklodekstrin nanopartikiilleri ile kamptotesinin fizyolojik
sartlardaki hidrolizi 6nlenebilmistir.

Siklodekstrin nanopartikiillerinin sahip oldugu partikiil boyutlar1 nedeni
ile etkin, gilivenli, enjekte edilebilir ve dayanikli kamptotesin
formiilasyonlar1 hazirlanabilmis, bu yaklasim ile klinik ag¢idan ¢ok
onemli olan bu hidrofobik etkin maddenin tasinmasinda yeni bir
yaklagim sunulmustur.

Yiksek yilikleme teknigi ile hazirlanmis amfifilik B-siklodekstrin
nanopartikiillerinin polimerik nanopartikiillere oranla daha yiiksek
oranda etkin madde yiikledigi; ilag yiiklemesi lizerine etki eden 6nemli
faktorlerden birisinin de yiikleme teknigi oldugu gosterilmistir.
Hazirlanan biitiin formiilasyonlar ile etkin madde salimmin 6nemli
Olgiide geciktirildigi kontrolli salim saglayan dozaj sekilleri
hazirlanmstir.

Amfifilik siklodekstrinlerin modifikasyon bdlgelerinin olusturdugu
sterik engelden dolayr amfifilik siklodekstrinlerden etkin madde
salimmin polimerik nanopartikiillere goére daha uzun siirede
tamamlandig1 gosterilmistir.

L929 fare fibroblast hiicreleri iizerinde yapilan sitotoksisite
calismalarina gore, nanopartikiil formiilasyonlarinin sitotoksisitesinin

tastyict sistemden degil, etkin maddeden kaynaklandigi gésterilmistir.
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[la¢ yiiklii nanopartikiillerin MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karsi
antikanser aktivitelerinin degerlendirilmesi sonucu, kamptotesinin
amfifilik siklodekstrinlere enkapsiile edilmesi ile daha yliksek etkinlik
saglandig1 gosterilmistir.

Stereotaksi yontemi kullanilarak 9L hiicreleri ile beyin gliomasi
olusturuldugu MR goriintiileriyle gosterilmistir.

In vivo calismalarda 6-O-Capro-pCD ve konsantre 6-O-Capro-pCD
nanopartikiil ~ formiilasyonlarinin ~ siganlarda  olusturulan  beyin
gliomasmin tedavisinde belli 6l¢iide basar1 saglayarak sicanlarin yasam
stirelerini uzatabildigi gosterilmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda, kamptotesin yiiklii siklodekstrin
nanopartikiilleri ile kanser tedavisi i¢in umut vaat edici bir tasiyici
sistem hazirlanabildigi diisiiniilmektedir.

Gelecekte, amfifilik  p-siklodekstrin ~ nanopartikiillerin ~ oral
uygulamasina yonelik c¢alismalar planlanabilir ve amfifilik -
siklodekstrinlerin oral biyoyararlanim1 diisiik antikanser ilaglar
iizerindeki olas1 etkileri incelenebilir. Ayrica, siklodekstrinlerle
hazirlanan inkliizyon kompleksleri sayesinde etkin maddenin sudaki
cOzlinlirliiglinlin  1iyilestirilmesine  bagli  olarak  disiik  oral
biyoyararlanimlar1 diizeltici yonde calismalar gergeklestirilebilir.
Siklodekstrinler lizerinde yapilabilecek modifikasyonlar ile kanda uzun
sire dolasimda kalabilecek ve/veya tiimére hedeflendirilmis
nanopartikiiller hazirlanabilir ve kanserli dokulara daha etkin ve segici

ilag taginmasi gerceklestirilebilir.
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